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Rio, 5 de Icvereiro de 1899.

1llustre Collega ¢ Sr. Dr. Rodolpho Galvdo.

Agradego-vos, penhoradissimo, a gentileza de
vossa carta acompanhando os fasciculos do livro
que em bda hora resolvestes publicarsob o mo-
desto titulo de «Nocoes de Bacteriologian.

Parece-me a mim, ¢ neste pensar nilo estarei
isolado, que o vosso esfor¢o, rematado em pleno
exito, com a impressio desse livro, & digno do me-
Thor apreco de quantos cultivam ou acompanham
a sciencia bacteriologica entre nos.

De sobejo ha compendios estrangeiros que
desse assumpto se occupam a farta, e as edi¢oes
que d’elles se renovam, em pequenos intervallos,
attestam a curiosidade do mundo medico pelas
questdes bacteriologicas, solvidas umas, outras c¢m
viva controversia no indagar da etiologia ¢ disse-
minacio das molestias transmissiveis, por vezes
crudelissimas, no evolver das epidemias.

Para nos, porém, essa abundancia de manuaes,
compendios ¢ tratados estrangeiros de bacteriolo-
gia, tdo grande que mais parcce especulativa in-
dustria que sciencia pura, traz a quem procura



niciar-s¢ na pesquiza microbiana, hesitagoes, em—
baracos, confusio na escolha dos methodos e pro-
cessos a empregar para chegar sem demora a re-
sultados seguros.

Dessas difficuldades vem o vosso livro em
grande parte libertar os neophytos, por explanar o
assumpto de modo claro, conciso e methodico, ex-
posi¢do de quem praticamente conhece o que es-
creve ¢ sabe qudo difficil se torna, neste particular,
illustrar pela escriptura o que pela experiencia &
demonstrado.

Bem haja portanto o vosso livro, que vem
prestar valioso servigo aos que estudam, vulgari-
rando nogoes de grande monta em biologia ¢ hy-
giene, e constituir, aos mesmo tempo, cloquente
prova de vossa competencia, adquirida no convi-
vio dos Jaureados mestres da furopa.

Tal foi a impressdo que colhi da attenta lei-
tura de vosso compendio ; felicito-vos sinceramen-
te pelo modo galhardo com que vos houvestes da
operosa empreza, que applaudo, sem restricedes.

Amigo e Collega Adm." e Obrig. -

B. A. pA Rocra Fania.



PREFACIO

Nous vivons dans un temps o il est
bon de vivre, quand on s’interesse aux
choses de la médecine.

BoucHARD.—Les microbes pathogines.

As Nogoes de Bacteriologia ndo sdo mais do que
as notas tomadas diariamente pelo seu obscuro au-
thor durante o curso de microbia technica feito
no correr da phase escolar de 1895—96 no «Insti-
tuto Pasteur», pelos professores Roux e METCHNT-
KOFE.

Outro merito nao tem, pois, este livro senio o
de resumir fiechmente, embora em estylo laconico,
as idéas d'aquelles eminentes bacteriologistas, as—
<im como a excellente technica seguida no «nsti-
tuto», cujo ensino fecundo e original attrahe a con-
currencia de medicos de todos os pontos do globo,
que muitas vezes =olicitam com um e mais annos
de antecedencia um logar nos ambicionados labo-
ratorios d’aquelle estabelecimento de ensino extra-
official. unico em seu genero, ndo somente na Fran-
¢ como no mundo inteiro.

deunindo em volume aquellas notas desti-
nadas ao Governo do Estado de Pernambuco, que
nos commettera honrosa incumbencia scientific
na Furopa, ndo tivemos somente o proposito de
demonstrar que cumpriramos conscienciosamente



uma clausula contractual ; visamos um fim mais
pratico e mais util compendiando nogoes e proces-
sos, que apezar de conhecidos de quantos no nosso
paiz ddo-se a estudos de microbia, ndo estio com-
tudo publicados em livro, formando um ecorpo de
doutrina; mas existem em uma dispersio desolado—
ra para aquelles que precisam consultal-os, por
uma infinidade de revistas, memorias e communi=
cagbes 4s diversas associacocs scientificas e congres-
sos internacionaes.

E’ pois a primeira vez que a summa das licoes
theoricas e praticas professadas no «Instituto Pas-
teur» apparcce compendiada em qua]qucr lingua ;
e, fazendo-o em idioma vernaculo, pensamos pres-
tar um pequeno servico aos collegas brazileiros,
que por ventura néo tenham tempo de consultar
publicacdes estrangeiras sobre assumptos de bacte-
riologia, que cada vez torna-se mais indispensavel
ao clinico, sob o triplice ponto de vista do diagnos-
tico, tratamento e prophylaxia, tal € hoje a sua
importancia na pratica mcdica.

RopoLrao GawLvaio.

Pariz—Fevereiro de 1896. (¥)

(*) — Este livro escripto em Pariz ha trez anncs, s6 agora
pode sahir 4 luz da publicidade aqui em Pernambuco, por motivos
que nio vém ao caso explicar, mas quoe nido dependeram absolutamente
da vontade do author.

Recife—Marco de 1899,
R. G.



GENERALIDADES

A expressao «amicrobio» foi introduzida na sciencia em
1878 pelo conhecido ex-professov da faculdade de medici-
na de Strasburgo, o Doutor Sedillot.

Nenhuma das denomina¢des que tém sido propostas
para designar estes seres infinitamente pequenos, que fazem
o assumpto da bacteriologia, foi mais geralmente acceita do
que esta, que tornou-se logo popular e que convem tanto
as bacterias propriamente ditas, como aos levédos, aos mofos
ou bolores e aos infusorios, pertencam esses micro-orga-
nismos ao reino animal, 20 vegetal, ou ainda ao reino neutro
dos protistas, como quer Haeckel, que os colloca ao lado
das mouneras.

O professor Roux define microbio wm ser bastante pe-
queno para so poder ser vislo com o auxilio do microscopio.

Os microbios existem em toda a parte: na agua que
bebemos ; no ar que respiramos ; nas poeiras atmospheri-
cas ; no solo que pisamos; na superficie do nosso corpo :
no tubo intestinal do homem e dos animaes.

E’ mais difficil evital-os do que os encontrar para uma
demonstra¢io. Nada com effeito mais facil : basta aban-
donar a materia organica a si mesmo, nas condi¢des ordi-
narias de temperatura e de humidade, para que ella ex-
perimente lego uma alteraciio devida aos microbios.

Abandone-se ao ar um pedaco de pdo humedecido,

1
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gue elle ndo tardard a cobrir-se de manchas negras e esver-
deadas, ou de longos filamentos brancos e de aspecto sedo-
s0 :—é o0 que se chama vulgarmente bolor ou mofo, ou antes.
é a obra de microbios banaes : é o mucor mucedo, um micro-
organismo da familia dos'cogumelos.

Dotado de longos filamentos mycelianos quando culti-
vado sobre o pao, que constitue para elle um excellente
meio de cultura, esse organismo torna-se excessivamente
pequeno quando cresce sobre outro terreno que lhe con-
venha menos. Uma tal vegetacdo ao arlivre é uma prova
de que n’esse ar abundam os griaos ou sementes do mucor
mucedo, que pode ser visivel a olho nii, quando toma um
tdo grande desenvolvimento.

Examinemol-0o ao microscopio para bem conhecer a sua
estructura anatomica. Veremos desde logo que elle é for-
mado por tubos entrelacados, constituindo uma especie de
feltragem, de onde partem filamentos aereos brancos, que
dao esporos pretos, os quaes estdao encerrados em uma mem-
brana e collocados na extremidade do filamente myeceliano.
Logo que a membrana rompe-se elles se escapam e espa-
lham-se no exterior. Ha diversas variedades de mucor:
alem do mucedo temos o ramosu, o corymbifero e o rizo-
podiforme.

Se em logar do pdo fizermos a experiencia com uma
talhada de laranja, de lim@o, ou de qualquer fructo acido,
outro organismo vird se cultivar ahi: desta vezserd o pe-
nicilium glavcum, que tambem daé filamentos aereos, com
esporos na extremidade livree divide-se dichotomicamente.

Quando parasita das aves este organismo torna-se ex-
tremamente pequeno, de modo a poder ser examinado ao
microscopio ; justamente como se d4 com o mucor quando
desenvolve-se mnas tinhas, tornando-se assim parasita do
homen.

Um outro cogumelo, o aspergillus niger, cultivando-se
admiravelmente bem no liguido de Raulin (de que falla-

remos adiante), d4 esporos sem membrana de envolucro ;
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a Sua estructura, porem, ¢ muito similhante a dos outros
dous j4i descriptos; o filamento acreo intumesce e toma o
aspecto de wmma esphera: sobre a superficie d’esta nascem
fibrillas perpendiculares trazendo os esporos. Este modo
de fructificacio nio ¢ o unico que possuem esses organis-
mos ; elles tém wm outro: quando dous filamentos se en-
contram ha conjugacdo ¢ consequente reproduccio, confor-
me ensina a botanica.

Introduzidos na economia e se desenvolvendo como
parasitas dos seres vivos, esses cogumelos nem sempre se
apresentam ao observador de modo tdo visivel ; embaraca-
dos em sua evoluc¢io elles modificam-se morphologicamente
e 0s esporos ndo tém mais a mesma construccao dos es-
poros aereos ; finalmente alguns d’elles tambem podem-se
tornar pathogenicos, produzindo no homem uma mycose
especial.

O aspergillus fumigatus parece-se muito com o niger,
apenas os seus esporos tém uma cor mais attenuada. In-
jectando-se uma cultura d’elle em um cdo, a autopsia do
animal revellard a existencia de nodulos, em cujo interior
encontram-se filamentos, sem fructificacio aerea, bem en-
tendido.

Em Frang¢a os criadores de pombos, especialmente os
individuos encarregados de alimental-os ou de ceval-os,
(gaveurs) sdo contaminados 4s vezes pelos pombos, que sio
sujeitos a adquirir uma molestia parasitaria, a qual com-
municada ao homem pode causar hemoptyse, dando logar
aerros de diagnostico. L& chamnam a esta molestia « tuber-
culose aspergillary.

Se é o vinho que deixamos exposto ao ar observare-
mos na superficie do liquido um véo, uma especie de pelli-
cula, chamada «flor do vinho», que é produzida por um co-
gumelo parasitario chamado mycoderma vini, pullulando
muito bem n’aquelle meio. Observado ao microscopio o
mycoderma vini, apresenta-se sob a forma de cellulas ovaes,
reproduzindo-se pormeio de rebentos. Elle desenvolve-se
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4 custa do assucar, transformando-o em agua e acido car-
bonico. Estes organismos, possuindo a propriedade de
destruir e de transformar o assucar, sio chamados saccha-
romycetos e opemm essa transformag¢iio desprendendo calor
ao contacto do ar, sem fazer entretanto oliquido fermentar.

Se pelo contrario a transformacfio se fizer ao abrigo do
ar, em vez de CO? H20, teremos entfio uma fermentagio
ou a transformacio do assucar em alcool.

Examinemos ainda zma infusiio de malt em via de fer-
mentac¢do ; ella conterd cellulas muito similhantes 4s pre-
cedentes, reproduzindo-se por meio de rebentos, como o
demonstraram Cagniard de Latour e Pasteur, e formando
rosarios. O levédo de cerveja ndo se estende entretanto em
véo avelludado como as cellulas do mycoderma vini: elle
vive na profundeza do liquido, e s3o as bolhas de gaz, des-
prendidas pelafermentacio, que o arrastam paraasuperficie.

Sob a influencia do seu desenvolvimento o liquido mo-
difica-se e transforma-se : o assucar n’elle contido desdo-
bra-se em acido carbonico e em alcool ; é esta a sua funec-
¢do e o saccharomyceto é o typo do microbio-fermento.

Convem notar a differenca que ha entre esses dous co-
gumelos : um gosta do ar e por isso vive na superficie do
liquido ; o outro foge d’elle ¢ refugia-se nas camadas infe-
riores, onde vai viver 4 custa do acido carbonico. E’ aPas-
teur que devemos esta descoberta.

O mycoderma vini transforma o alcool em acido carbo-
nico e em agua ; mas se mudarmos as condi¢des de exis-
tencia d’esse cogumelo, obrigando-o a viver na profundeza
de um liquido assucarado, elle tornar-se-4& um fermento e
agird exactamente como o levédo de cerveja, transforman-
do o assucar em acido carbonico e em alcool. Assim, se-
gundo as condi¢bes de existencia em que forem collocados
os cogumelos exercerfio funcedes differentes.

Nesta ordem de ideias, e sabendo-se que os mofos, a
que alludimos mais atraz, podem se transformar em fer-
mentos, é licito pensar que a origem primitiva desses le-
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védos talves tivesse sido um mofo, cuja forma inicial per-
de‘%'se i 0w entdao que ainda ndo se pode encontrar toda a
serie de tra‘nsfm'nm(;(")es. Estas formas de bolor, transmu-
t‘d(h‘ls ¢m levédo, podem, como o oidium, uma vez intro-
duzidos no organismo, tornar-se pathogenicos.

Vejamos ainda um pouco de vinho exposto ao ar e
apr.esentando ha superficie um véo excessivamente fino,
muito tenue ; agora é o mycoderma aceti, agente da fermen-
tacdo do vinagre e v ulgarmente denominado «amii do‘ vina-
gre».  Suas cellulas sio muito pequenas e s6 podem ser
observadas ac microscopio com um augmento de 300 a 400
diametros ; ellas tém as extremidades arredondadas, algu-
mas vezes sdo ligeiramente estrangulados no meio ; cercan-
do cada elemento existe uma zona glutinosa, ligando-os
entre si.

E a zoogléa, liquido viscoso que cahe no fundo do
vaso e forma a «anii do vinagre»r. Sob o ponto de vista da
reproduccdo o mycoderma daceti é um typo novo: o estraun-
gulamento existente na cellula adulta e de que ja fallamos,
accentia-se cada vez mais até dividil-a em duas, que, uma
vez separadas, vao constituir dous novos seres autonomos.
O mycoderma aceti & um schyzomycete, planta que se re-
produz por seissiparidade.

Uma infusdo ou macerac¢do organiea, uma infusho de
feno, por exemplo, dard tambem bacterias. O liquido, que
a principio é claro e transparente, vai pouco a pouco tur-
vando-se ; em seguida apparece um véo na superficie, cons-
tituido por bacterias providas de zoogléa.

Essas bacterias sfio compostas de filamentos unidos
ponta & ponta ; no centro de uma cellula apparece uma se-
paracio, um septo, que a divide em duas, que vao mais
tarde viverindependentes. A Scis@o se opera enmum espago
de tempo muito curto, e n'essa occasifio a celiula deixa de
ger redonda para alongar-se : temos em nossa presenga uni
bacillo, o bacillo do feno; elle é movel e tem pequenos fila-
mentos lateraes que servem de orgdos de locomog¢do, ope-
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rando movimentos rapidos : — sio os cilios vibrateis, que
cahem quando a zoogléa invade a cellula. As velhas cel-
lulas perdem, pois, os seus movimentos.

A cellula é constituida por uma membrana de envo-
luero e o sen conteddo péde ser posto em evidencia por
meio de reactivos. Examinada ao miseroscopio, com um
augmento de 600 ou de 700 diametros, a nossa maceraciao
de feno apresentard tambem infusorios, ciliados ou n#o,
monadas e outros organismos mais complicados, cujo estudo
néo cabe aqui. ‘

Ao lado d’esses infusorios encontraremos nuamerosas
baecterias : umas alongadas, com as extremidades arredon-
dadas e providas de orgios de locomog¢io, como o bacterium ;
outras possuindo sdmente movimentos «<brownianos» ; umas
apresentam-se reunidas aos pares ; outras estdo isoladas ;
algnmas outras estdo amontuadas em tulhas.

Umas vivem exclusivamente no ar, sdo «erobias ;
outras féra d’elle, sdo anaerobias; certas dentre ellas vivem
de ambas as maneiras.

Algumas vivem 4 custa da materia morta, nio fazem
mal ao homem, sio saprophytas; algumas outras nutrem-se,
pelo contrario, da materia viva, sdo parasitas e produzem
niolestias nos corpos a que se agarram.

F’ agora a occasido de classificar todas essas especies,
A primeira classificaciio de microbios, de algum valor, foi
a de Conh, que baseando-se principalmente sobre as diffe-
rengas de formas omittio um caracter muito importante como
é o da reproducgdo. Conh classificou assim os mierobios :

Sphero-bacterias on bacterias esphericas, sé6 contendoo
genero. micrococeus.

Micro-bacterias ou bacterias em curtos bastonétes, con-
tendo o genero bacterium.

Desmo-bacterias ou bacterias filamentosas, com os gene-
ros bacillus e vibrio.

Spiro-bacterias ou bacterias em espiral, com os generos
spirillum e spirochete.
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Em uma ceilula de bacteria que vai reproduzir-se
observa-se um ponto brilhante, com envoluero proprio,
que val pouco a pouco invadindo a cellula até fazel-a des-
apparecer completamente : € o grao do bacillo, chamado
tambem endosporo ; é a forma de resistencia do microbio.

Ao passo que a cellula ordinaria morre rapidamente
sob a influenciade ligeiros antisepticos, do calor 4600, pela
descccaciio, ou pela exposiciio prolongada & luz, succede
a0 contrario, que o esporo resiste a todas essas causas de
destrui¢iio ¢ s6 morre a 1200 de caldor humido. Esta resis-
tenecia dos esporos aos agentes de destruiciio é um caracter
muito importante ¢ tem por fi conservar e perpetuar a
especie.

Outras bacterias nio ddo endosporos ; mas porventura
serdo cllas privadas de formas de permanencia ?

—Por certo que ndo. Geralmente nas bacterias de
formas esphericas, nos cocei especialmente, uma das cellu-
las engrossa em todos os seus diametros, suas paredes
adquirem uma espessura muito maior do que as das cellu-
las visinhas, torna-se muito mais resistente do que estas,
sem entretanto attingir jamais a resistencia do endosporo.
A7 esta categoria de bacterias chamou-se arthrosporadas,
e arthrosporo & cellula que desenvolveu-se maise adquirio
maior resistencia do que as outras, garantindo até certo
ponto a perpetuidade da especie.

TFoi apoiande-se n’esses factos da reproducecio e levando
tambem em conta a morphologia dos microbios que o
Dr. E. Roux propoz a seguinte classificacdo, cuja princi-
pal vantagem é nfio ter um caracter absoluto de fixidez, e
supportar dentro dos seus quadros qualquer altera¢do resul-
tante de novas descobertas no terreno da reproduccdao das
bacterias.
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ENDOSPORADAS

{Micrococcus (ochroleucus)

Formas arredondadas. ..... . .
Sarcina (Hauser)

/F ; Baci'lus
ormas rectas.............. o
' Clostridiuam

. Vibrio
Formas em espiral....... .
Spirillum.

. Leptotrix
Sem bainha........... .
Beggiatoa
{ Cladothrix

Crenothrix

Formas bacillares

mentosas

Com bainha.. ........

Formas fila-

Divisdo longitudinal......... .. Pasteuria ramosa
ARTIROSPORADAS

Micrococcus
Staphylococeus
Ascococeus
Formas arredondadas......... Streptococcus
Leuconostoc
Merista
Sarcina

Forma recta............ T . Bacterium

Spirulina

Formas em espiral. ..... ...... .
Spn'ocg,loet.e
(O

Como vé-se, esta classificacio nada tem de absoluta ;
tal bacteria que hoje niio apresenta a forma endosporada,
ou melhor, cuja forma endosporada ainda nfo é conhecida
poderd mais tarde, depois de investigagdes mais felizes’
apresentar esporos, deixando assim a segunda parte d:)
quadro proposto pelo Dr. Roux, para tomar logar entre 08
microbios classificados na primeira serie,
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Para terminar este capitilo eix aqui algumas particu-
laridades sobre certos germens comprehendidos no gnadro
precedente :—Quando o bacillo deforma-se para dar o
esporo, tomando o aspecto de uma péra ou de wm badalo
¢ do clostridium que se trata. Uma falsa  dichotomisaciio
indica o cladothric ; ao passo que divisdes longitudinaes,
em forma de couve-flor, denunciam o Pasteuria ramose,
que durante muito tempo acreditou-se ser o unico com
aquella forma ; mas investigacdes recentes levam a crér
que ha mais outros. Este micro-organismo ¢ o interme-
diario entre as bacterias e os mofos.

Quando os microbios apresentam-se empilhados, em
tulhas irregulares, ¢ do staphylococcus que  trata-se ; do
‘mesmo modo deve-se pensar no streptococcus quando 08
germens revestirem a forma de um rosario.

Bacterias se dividindo em c¢ruz e agrupadas por qua-
tro, tomando o aspecto de pdos das cartas de jogar sd0 as
sarcings ou o merista ; pequenos graos em rosarios assim
como as massas glutinosas indicam o leuconostoe, que tam-
bem pdéde apresentar-se cercado de uma bainha glutinosa,
que constitue para o germen uma especie de casea, ou
camada protectora.

Finalmente deve-se ter bem presente no espirito que
segundo as condi¢des de cultura e de vida, a forma dosmi-
crobios modifica-se muitas vezes ;sendo o polymorphismo
das bacterias um facto admittido por grande numero de
bacteriologistas da maior authoridade.






MORPIIOLOGIA DAS BACTERIAS

SUMMARIO—Parentesco das bacterias com
as cyanophycéas. — Polymorphismo das
bacterias. — Theorias de¢ Conh ¢ de Noe-
geli. — Descoberta do bacillus zopfii.—
Pesquizas diversas.—Pleomorphismo das
bacterias pathogenicas.—Estructura das
cellulas bacterianas. — Modos de repro-
duccéo.

As bacterias tém sido consideradas ora como animaes,
ora como vegetaes.

Os primeiros observadores que estudaram esses micro-
organismos notaram que muitos d’elles moviam-se e que
eram dotados de orgdos de locomoc¢do — os cilios vibra-
teis — ; d’ahi veio a ideia de classificar os microbios no reino
animal.

Assim pensava Leuwenhoeck quando descreveo os lep-
tothrix e os vibrides ; sendoesse modo de vér tambem ac-
ceito por Muller, Ehrenherg e Dujardin.

Esta opinido predominou até a epoca em que reconhe-
ceu se que certos vegetaes — as algas-—por exemplo, sio
dotadas de uma motilidade bem caracterisada. Mais tarde
Davaine, estudando a bacteria do carbunculo, provou que



certas especies microbianas conservavam-se na mais abso-
luta immobilidade durante todo o cyclo de sua existencia.

Posteriormente os trabalhos de Conh e de Robin deixa-
ram féra de discussfio a existencia de propriedades que iden-
tificavam as bacterias com o reino vegetal ; ent@o foram ellas
definitivamente classificadas n’esse reino. Hoje todos os
naturalistas estdo de accordo n’este ponto.

Em que classe, porem, do reino vegetal deverdo entrar
os microbios? I’ ahi que comec¢am as divergencias entre
0s botanicos modernos.

A principio foram elles classificados entre os cogume-
los, porque acreditou-se que, como estes, eram as bacterias
destituidas de chlorophylla.

Um exame mais aprofundado mostrou que as bacterias
tinham antes mais pontos de contacto com certas algas, do
que com os cogumelos, e que se approximavam muito do
grupo das cyanophycéas. A propria questdo da chlorophylla
parece estar resolvida ; porquanto nota-se que o succo cel-
lular é incolor, mas a materia corante existe na espessura
da cellula; além d’isso as cellulas das cyanophycéas nio
apresentam nucleo, como se d4 tambem com as bacterias,
que sao d’elle privadas.

As algas tém entretanto condicdes de existencia
muito diversas. A 50 oua 6(° de temperatura ellas apre-
sentam-se sob a forma de corpos redondos, ou ovaes, re-
vestindo muitas vezes as formas em espiral (esta ultima é
mesmo a mais espalhada na natureza) e reproduzem-se por
divisdo, formando colonias reunidas por membranas ou tu-
nicas glutinosas e dispostas em camadas excentricas. Nas
palmellaceas, algas chlorophyllianas, encontra-se um d’esses
exemplos.

A questdo de saber se a evolugio d’esses organismos
inferiores se faz pela successdo de uma serie de formas dif-
ferentes, em outros termos: o pleomorphismo ou poly-
morphismo das bacterias, continia a ser uma questiio con-
trovertida ; sustentando uns o0 monomorphismo ; outros um
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pleomorphismo completo ; outros, emfim, uin polymorphis-
mo mitigado.

Conh, por exemplo, pensa que um bacillo pode trans-
formar-se em leptothrix e que este por sua vez pode dar
nascimento a um bacillo e assim por diante.  Elle acredita
tambem que um coccus pode dar um rosario, mas que um
vibrido s6 poderd dar um vibrido.

Para Noeegeli, o illustre professor de botanica de Mu-
nich, as bacterias nfo representam especies particulares,
mas sim uma mistura original de formas, entre as quaes é
difficil estabelecer limites precisos e nitidos; d'ahi concluio
elle que os microbios coustituem uma unica especie immen-
sa, illimitada, sob formas as mais variadas e variaveis: re-
dondas, ovaes, longas, curvas, em espiral, cte., por meio
de uma evolug¢do successiva.

Neegeli pensa igualmente que as differentes funcgdes
das bacterias tambem se poderiam reunir em uma s6 espe-
cie; éassim que para elle, o mesmo microbio que preside
4 fermentacio lactica, poderd em outra phase de sua evolu-
¢ao operar a fermentacao butyrica.

Essa theoria exagerada de pleomorphismo originou-se
talvez de enganos de observacio em culturas liquidas, con-
tendo varias especies nao separadas e trazendo por isso
grande confusio.

Koch, estabelecendo as culturas em placas, contra-
dictou taes opinides e fez experiencias ndo permittindo
mais a illusdo proveniente do viver promiscuo de muitas
especies de micro-organismos na mesma cultura.

Nao obstante Kirth conseguio obter um exemplo de
pleomorphismo : isolou de um meio em putrefaccdao uma
bacteria oval—o bacterium zopfii — e cultivou-a em placas,
em caldo, em gelatina, em agar-agar e sobre batatas.  Fa-
zendo variar a composicio de seus meios Kiirth chegou a
este resultado :—se o desenvolvimento do microbio é retar-
dado, elle reveste a forma oval ; ¢ se levar-se mais longe o
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embaraco opposto ao desenvolvimento da bacteria pode-se
obter o leptothrix, ou mesmo uma forma espirillar.

Alguns observadores sustentam que os microbios sa-
prophytas sio polymorphos, mas que os pathogenicos ndo
o sﬁ,ro; entretanto forneceu-se logo a prova do contrario
com o0s coco-bacillos do cholera das gallinhas e do hog-cho-
lera, obtidos sob varias formas.

Emfim, prevaleceo a theoria de que o pleomorphismo
é possivel nas bacterias, pathogenicasoun nfo ;e n’este sen-
tido o bacillus prodigiosus tem sido considerado oracomoba-
cillo, ora como micrococo. "

Quando ndo foi mais possivel negar-se essas transfor-
magdes do individuo, pretendeu-se negal-as paraas especies,
que devem guardar a mais completa nitidez de frontei s
entre si, no dizer dos que sustentam o monomorphismo;
segundo esse modo de ver o bacillo da tuberculose néio pode
ser confundido com o da lepra.

N#o ha duvida que a passagem de uma cspecie para
outra é mal definida e a questdo continia aberta, como
alids succede com as ragcas humanas: branca, amarella e
negra, cujo problema ainda ndo pdde ser claramente resol-
vido, diz Metchnikoff. ’

Forgoso é porem reconhecer que de um modo geral os
microbios saprophytas, bem como os parasitas, sio pleo-
morphos: em que peze ao merito de Conh, o notavel pro-
fessor de Breslau, que s6 admitte o pleomorphismo exterior,
¢ isso mesmo limitado 4 duas unicas especies; em que peze
a Koch e seus seguidores, que n#o apresentam factos em
contrario aos que foram observados por experimentadores
da ordem de Ray Lenkeister, de Cienkonowiski e de Zopf,
que estdo tambem em contradicgiio com Winogradsky, outro
observador distineto, ndo ha negal-o.

E apezar de tudo, contintia a questdo aberta, como dis-
semos ; principalmente depois (ue reconheceu-se tres for-
mas do bacillo tuberculoso.

Continuemos, porém, a mostrar outros caracteres que



approximam as bacterias das cyanophycéas: um dos mais
notaveis estd na estructura de suas cellulas.

Sabe-se que toda cellula—animal, ou vegetal —é con-
struida sob o mesmo plano: uma membrana de envoluero,
uma massa protoplasmica, um nucleo, com o seu nucleolo ;
ora, as bacterias, como as cyanophycéas, fazem excepcao 4
regra e nao entram n’esse schema, por isso que falta-lhes
o nucleo.

A sua membrana é de composi¢do chimica mal definida :
no exterior existe uma camada gelatinosa mais ou menos
desenvolvida, 4s vezes pouco apparente e reunindo os in
dividuos em colonias; como exXemplo temos o preumococo.
O contetido da cellula bacteriana é constituido pelo proto-
plasma pouco desenvolvido e por uma substancia nuclear
que a enche quasi toda, o que fez outr’ora pensar-se que
essas cellulas tinham nucleo disseminado no plasma.

Wurtz, que sustenta a opinido precedente, affirma que
a cellula tem uma substancia nuclear que se colore melhor
do que a massa protoplasmica; ao passo que nao é possivel
colorir os vacuolos.

Nas cydnophycéas distinguem-se muito bem estas duas
camadas—a peripherica e a central—, circumstancia que
afasta estas cellulas de qualquer cutra cellula animal ou ve-
getal.

As bacterias 4s vezes sdo dotadas de cilios vibrateis,
dispostos nos dous polos ou extremidades ; outras vezes os
cilios s30 mais numerosos e espalhados por toda a super-
ficie, como no vibrido do cholera. Nunca, porem, observa-
raln-se nas bacterias movimentos protoplasmaticos.

Quanto 4 reproduccio, faz-se do mesmo modo que nas
cyanophycéas : transversalmente nos bacillos ; em cruz nos
cocos, de modo a formar colonias de tetracocos; e por
divisdes cubicas (nos tres sentidos), otodoreunido por uma
massa zoogleica.

A reproducgio por meio de rebentos faz-se apenas nos
cogumelos e nos levédos; e quando tem lugar nas bacte-
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rias é somente em certas formas de involugdo, quando tém
sido desfavoraveis as condicbes de desenvolvimento; facto
que tambem se d4 com as eyanophycéas.

Conhecidos todos estes factos deve-se concluir que ha
identidade entre as bacterias e as eyanophyecéas ?

—Pensamos que ndo ; e o mais que se pode avancar é
qne ha grande analogia entre ambos os grupos, affirmando-se
com o professor Metchnikoff: «que de todos os seres vivos
sf0 as cyanophycéas que mais se approximam das bacterias.»

Asbacterias, com effeito, sio em muitos casosendospo-
radas; ao passo que as cyanophyecéas sio arthrosporadas :
ahi estd certamente nma razo em contrario da identidade
dos dous grupos.

Em resumo: no estado actual dos nossos conhecimentos
sobre este assumpto n#o se pédem vesolver definitivamente
algumas questdes propostas n’este capitulo; nfo é porém
desarrazoado acreditar que os microbios sio talvez micro-
phytas da familia das cyanophyecéas. possuindo um pleo
nerphismo extenso.



CULTURA DOS MICROBIOS

SUMMARIO — Mecios de enltura.— Infusoes
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substancias que podem scr incorporadas
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Em um meio conveniente os microbios pullulam com
muita rapidez, conforme ji vimos.

Uma infusdo de feno, por exemplo. que no primeiro
dia é perfeitamente limpida, logo depois apresenta-se turva,
porque um grande numero de especies microbianas vem
procurar ahi o seu alimento.

Se quizermos estudar uma das especies, o bacillus sub-
tilis, por exemplo, nos vercmos embaragados para seguir a

3
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sua evoluciio e desenvolvimento; porque, estndando-o ao
microscopio, veremos numerosas especies, visinhas, ou
mesmo bem differentes d’aquelle micro-organismo, 4s quaes
poderemos attribuir as transformagdes peculiares ao bacillus
subtilis. Serd entao necessario obtermos o nosgo mierobio
em estado de pureza ¢ desacompanhado de querquer outro
germen.

A primeira cousaque se deve procurar é naturalmente
um meio de cultnra, um terreno, sobre o qual o microbio
possa vegetar em boas condi¢des ; esse meio pode ser li-
quido ou solido : pouco nos importa 1isso por ora, com
tanto que elle sirva de alimento ao micro-organismo ¢ que
seja preparado com a precisa e indispensavel pureza, exi-
gida no mais alto grio pela technica becteriologica.

O meio ndo ¢ indifferente : certas especies vivem bem
onde ontras nao se podem acclimar. Os microbios fazem
a escolha dos alimentos que se lhes apresenta, e muitas
vezes ligeiras modificagdes introduzidas na preparacio do
meio impedem o desenvolvimento de certos germens.

Ja vimosque em geral elles se desenvolvem muito bem
sobre as materias organicas, mas nio basta isso : precisa-
mos de meios que se conserven puros.

Se fizermos ferver qualquer d’esses meios de cultura,
0s seres vivos que ahi se acharem morrerio com certeza na
grande maioria: entretanto hao de ficar sempre alguns
germens mais resistentes; c¢njo desenvolvimento ulterior
ird turvar o liquido, se tratar-se deum meio desta natureza.

Foi justamente baseando-se na observaciio d'este facto
que outr’ora emittio-se ¢ sustentou-se a theoria da geracdo
espontanea ¢ que deu lugar a ardentes e memoraveis dis-
cussdes entre Pasteur e Pouchet, de Rudo. |

A materia organica, diziam os que sustentavam a exis-
tencia da gera¢iio espontanea, é apta para evoluir e dar
formas vivas de seres ; ella traz em si mesmo poderes ca-
yazes de destruil-a 3 em taes condigdes ¢ impossivel con-
%\'ul—n ; ¢ inutil preparar a materia organi a, desde que
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ella traz em seu seio a semente da vida e o germen da des-
truicao.

Durante o anno de 1555 Pasteur emprehendeo uma
serie de experiencias celebres que vieram derrocar inteira-
mente a theoria da geracio espontanea.

Elle demonstrou que os peqaenos organismos—os mi-
crobios—como dizemos hoje, procedem de pais similhantes
a sl mesmos : fez ver mais que por toda a parte: no ar,
na agua, no solo, nas poeiras em suspensio ha germens, e
sfo elles que, cahindo nos recepientes abertos ou mal fe-
chados ddo origem aos seres gue ahi se desenvolvem depois.

Se prepararmes um caldo de carne nas mesmas condi-
c¢oes em que as cosinheiras o fazem ¢ o gnardarmos em um
recipiente arrolhado com’ algoddo, o caldo conserva-se-d
transparente ¢ conseguintemente puro.

Ifol 1sso que Pasteur demonstrou e expoz em sua cele-
bre memoria sobre a gera¢iic espontanea, que como dis-
semos, deua origemd notavel e apaixonadapolemica scienti-
fica entre o grande Mestre, de um lado, e sabios do mereci-
mento de Pouchet, Joly e Trecul, do outro.

— Agindo por esta forma, objectavam os antagonistas
de Pasteur, vOs matais a for¢a germinativa da infusio: a
ebullicdo modifica a materia organieca !

— Nao, replicava-lhies Pasteur. E para provar-lhes a
sua negativa desarrolhava o vidro e logo o liquido turva-
va-se, porque os germens exteriores cahindo sobre o con-
teudo do vaso comeg¢avam a se nutrir e a proliferar. Pro-
vado estava que a forca vegetativa d’aquelle liquido ndo
tinha sido destrvaida e o que lhe faltava era a semente.

Em um baldo de gargalo comprido Pasteur introduzia
oliquido nutritivo, que era fervido em seguida, juntamente
com o vaso; depois alongava o gargalo 4 lampada, cur-
vando-o em forma de pescoc¢o de cysune, deixando, porém,
na extremidade Jivre um orificio muito estreito, por onde
o ar podia penetrar, depositando as poeiras que traz em
suspensdo nas paredes sinuosas do gargalo.
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Em quanto o vaso mantinha-se na sua posicio natural
com o liquido em repouso, este conservava-se limpido inde-
finidamente ; mas logo que, por um movimento proposital,
inclinava-se o baldo, de modo a por o liquido em contacto
com as paredes impuras do gargalo, onde se achavam de-
positados os germens fecundos trazidos pelo ar, o conteudo
do vaso.turvava-se, transformando-se em rica cultura mi-
crobiana.

Estas memoraveis experiencias eram feitas perante
uma comimissio presidida pelo celebre chimico J. B.
Dumas ; ellas foram decisivas e desde aquelle momento a
theoria da gerag¢do espontanea cessou de existir.

Este apparelho téio simples que acabamos de descrever,
é o mesmo, com ligeiras variantes, de que ainda hoje se
servem todos os laboratorios para taes experiencias.

Adquirido este ponto, isto é : que podemos obter
meios de cultura conservando-se indefinidamente puros,.
precisamos saber em que condicgdes se consegue esse resul-
tado.

O agente empregado para a esterilisacio dos meios de
cultura é o caldor. Desde ja, porém, devemos fazer a dis-
tinecdo entre calor séeco ¢ caldr humido. Emquanto que o
calor sécco para ser efficaz precisa ser elevado a um gréo
em que destroe a materia organica, o calér humido actiia
do mesmo modo aum grdo muito menos elevado, que nio
chega a decompor a materia organica.

Para matar-se, por exemplo, os esporos do Penicillium
glawcwm ndo sdo precisos menos de 150° e mesmo 180 grios
de caldr séeco. Em presenca do vapor d’agua sob pressio
obtem-se o mesmo resunltado #om'100 cu 115 grdos.

Euntretanto com a temperatura da ebullicao d’agua, a
100 grios, nem Sempre se consegue a esterilisacio. Se é
certo que no estado vegetativo as cellulas morrem, os es-
poros que tém uma resistencia muito maior, escapam; ele-
vando-se, porém, essa temperatura a 115 gréos durante nus
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20 minutos, ndo ha esporo, de quantos conhecemos presen-
temente, que deixe de succumbir.

A urina, materia muito alteravel aquecida a 100°
conserva-se indefinidamente ; a0 passo que o leite nas
mesmas condi¢des ndo tarda muito a coagular-se.

Este facto é devido a ser o leite neutro, ou alealino ;
emquanto que a urina éacida; a maior parte das especies
micrebianas vive facilmente nos meios alcalinos.

Bastian, medico inglez, depois de ter aquecido urina a
1000 deixou cahir por acaso um pedag¢o de potassa dentro
do vidro que continha a urina. Logo que o meio tornou-se
basico os microbios comecaram a pullular; invocou-se este
facto em favor da gerag¢io espontanea.

Veio Pasteur e cortou immediatamente a questio, ex-
plicando que, alcalinisando-se aquelle meio, tinha-se pura
e simplesmente facultado aos esporos que nio morreram a
100° e que ndAo vivem em um meio acido, as condi¢des para
se desenvolverem.

Ha portanto germens, resistindo a 100° e nfo se desen-
volvendo em- um meio acido, que podem dar a illusdo de
uma esterilisagdo, que para ser real, deve n’este caso ser
elevada a 115° ; isso por via de regra.

Certas substancias usadas como meios de cultura nio
supportam, poren, um caléor a 180° on mesmo a 115° (hu-
mido) sem se alterar.

Pode-se, entretanto, por um artificio conseguir esteri-
lisar taes substancias recorrendo-se ao methodo dos aqueci-
mentos successivos ou aquecimento descontinuo, que consiste
em aquecer-se a um grdao relativamente baixo e durante
uma ou mais horas de cada vez, ¢m dias successivos.

Tyndall, author do processo, explicava a esterilisa¢do
da seguinte maneira : os organismos e as cellulas vegeta-
tivas morrem, supponhamos, a 100° ; uma vez resfriado o
liquido, os germens que escaparaim ao primeiro aquecimento
proliferam ; um segundo aquecimento mata esses novos
individuos, nascidos dos esporos, ¢ assim successivamente.
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A theoria é seductrra e até certo ponto racional, mas
talvezndoseja verdadeira; sendo provavelmente a explica¢io
esta outra: o ser organisado que na primeira vez resistio
a uma causa de destruiciio, vai-se enfraquecendo e acaba
por sucecumbir, se é submettido 4 mesma causa duas ou
mals vezes suceessivas.

Entre as substancias que nfo suppportam altas tem-
peraturas e que sdo usadas nos laboratorios citaremos a
gelatina e o serum. '

Acima de 1150 a gelatina ndo prende-se 4s paredes d os
tubos ou das placas (phenomeno que se deve evitar, como
veremos nais adiante); entdo recorrve-se ao. proecesso dis-
continuo : cada vezs, durante tres dias consecutivos, aquece-
se a substancia por espacgo de 15 minutos, 4 100°; findo o.
ultimo aquecimento o meio estd completamente esterilisado..

Com o serum é preciso procedermos com muito cui-
dado, operaudo a ama temperatura muito menos elevada,
para evitar que elle se coagule, o que tem logar a0
Por isso aquece-s¢ a 58 durante um periodo de quatro a
oito dias e duvante tres horas em cada dia.

O apparelho para a esterilisagcdo pelo calor é o autoclave,
apparelbho indispensavel a qualquer laboratorio, mesmo
mediocremente installado.

E uma marmita de Papin, um pouco mais complicada,
possuindo um manometro e um thermometro regulando
respectivamente a pressiio e a temperatura internas do ap-
parelho, que é aquecido a gaz, como alids devem ser todos
os apparelhos de um bom laboratorio.

Uma tampa se adapta 4 marmita por meio de para-
fusos ; um anel de borracha entre a tampa e a marmita
permitte a obtura¢do hermetica.

Na parte superior da tampa ha uma torneira e uma
valvula de seguranga.

No interior da marmita existe am cesto de arame de
cobre, munido de tres pés, de modo a ficar um intervallo



entre o fundo do cesto e o da marmita: n’este cesto é que
S0 collocados os objectos a esterilisar.

Yara fazer-se funecionaroapparelho comeca-se pordeitar
uin pouco d’agua na marmita, de modo a toear apenas o
fundo do cesto metallico; em seguida collocam-se n’este
0s objectos a esterilisar. Os liquidos ndo devem encher
completamente os recipientes, afim de que durante a ebul-
licAo as rolhas ndo sejam attingidas.

Todos os objectos que tiverem de ser esterilisados no
autoclave devem ir paradentro humidos ; os baloes e tubos
de vidro devem conter um pouco d’agua.

I’ dos mais simples o manejo do autoclave, deven-
do-se entretanto attender a certas regras.  Uma vez collo-
ados os objectos no cesto metallico e apertados os para-
fusos solidamente, abre-se a torneira collocada no alto da
tampace approxima-se um phosphoro inflammado dos tubos
de gaz, antes de abrir-se« torneira que da passagem a este ; sem
ésta precaucdo, isto é: abrindo se a torneira e em seguida
chegando-se o phosphoro acceso ao nivel dos bicos, se
darda uma explosao, que pode queimar a mao do operador
Iiste phenomeno é proveniente da mistura do gaz com o
a1l atmospherico.

Pouco a pouco a temperatura da agua contida no in-
terior do apparelho eleva-se até a ebulliciio, o que se conhece
pela sahida do vapor d’agua, que se escapapelatorneira da
tampa; todo o ar existente no interior val sendo expel-
lido pelo vapor. Quando o jacto de vapor é bem continuo
e produz, por occasido de sua passagen i ligeiro assobio,
pode-se ter certeza de que nfio ha mais ar no interior do
apparciho e fecha-se entdo a torneira.  Se no interior fi-
casse ainda um pouco dear ndao haveria concordancia entre
atemperatura e a pressiao ; portanto a torneira s6 deve ser
fechada quando dentro da marmita ndo houver mais ar.

Quando o manometro marecar 115° ou a temperatura
que se quizer obier, diminue-se a chamma de gaz até que o
grao de caldr se conserve estacionario.  Em geral 15 minu-
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tos é um espaco de tempo sufficiente para que a esterili-
saciio seja completa ; pode-ge, porém, para mais seguranca
prolongar a operagdo até 20 minutos.

Apagado o gaz espera-se que a temperatura desca a
100° para abrir-se entdo o apparelho, afim de evitar que, '
com a diminui¢io brusca de pressdo, os liquidos se agitem
tumultuariamente e vio tocar 4s rolhas.

Agora que ja temos um meio absolutamente puro,
vanmos procurar obter uma cultura de uma dada especie
microbiana nas mesmas condic¢des. '

Para isso serve-se o experimentador de tubos com-
muns de experiencias, usados nos laboratorios de chimica,
contendo cerca de 10 centimetros . cubicos do liquido nu-
tritivoe previamente esterilisados, segundo a technica que
acabamos de expor. Ostubos sdo tampados com uma bucha
de algoddo.

Toma-se uma gotta da cultura impura, com oauxilio de
uma varinha de vidro, ou de outro instrumento que a isto se
preste, sempre previamente esterilisado, e deixa-se cahir no
liquido contido no tubo, que serd designado pelo numero 1.
Agita-se bem o tubo e temos ahi uma primeira diluig¢do.
D’esta toma se uma segunda gotta, sel'npre com as mesmas
precaugdes, e semea-se um outro ‘t,ubo, que terd o numero 2,
e assim por diante até 4 6*, 7° ou 8" dilui¢do, na qual je se
encontram muito poucos microbios, facilitando assim o en-
contro do germen que procuramos.

E’ este o methodo das dilui¢des, ou das sementeiras
successivas.

Em vez de liquidos, nés poderemos langar mio dos
meios solidos, e hoje ¢ mesmo o processo mais seguido pelos
bacteriologistas.

A batata, conhecida entre nds por batata ingleza, cons-
titue um excellente meio de cultura, porquanto contem
uma substancia hydro-carbonada, amydon, saes diversos,
materias azotadas, etc. E’ finalmente um meio simples,
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de facil acquisi¢iio e que reune todas as boas condicdes para
nutrir os microbios.

Escolhe-se uma batata de casca bem lisa, sem olhos, ou
que ndo esteja grelada ; comega-se por laval-a, esfregando-a
com uma escova dura, com o fim de desembarag¢armo-nos
da terra e outras impurezas adherentes 4 casca.

Em seguida colloca-se a batata em um crystallisador
contendo un a solugéo de sublimado a 1/2000, onde as ba-
tatas ficardi« immergidas durante uma hora; passado esse
tempo cosinham-se as batatas e, finda a cocg¢io, sio ellag,
assim duplamente esterilisadas, collocadas em outro crys-
tallisador, forrado por uma 1odella de papel mata-borido,
imbebido na solucido de sublimado.

C‘om uma faca que tem-se previamente esterilisado na
chamma de un: bico de gaz, divide-se a batata em duaspar-
tesiguaes, devendo-se ter o cuidado de deixar a faca esfriar
antes de servir-se d’ella : do contrario parte da polpa
adhere 4 lamina e o c¢drte nio sahird nitido.

O operador tem disposto antes 4 sua esquerda o vaso
que deve receber as culturas; e 4 direita um outro vaso
com a solucao mercurial, na qual clle lava a sua mao esquer-
da que te de segurara batata. Um ajudante Jlevanta um
pouco a tampa do vaso em que estdo os tuberculos, de onde
o operador tira um d’elles e com a faca esterilisada toma
um pouco da semente e estende-a sobre a superficie que re-
sulta da divisdo da batata, conmo quem distribue manteiga
em uma fatia de pao. D’esta batata, assim semeada, toma-
se uma  pequena particula da polpa, que se espalha do
mesmo nodo em uma segunda batata ; esta fornecerd a se-
wente para uma terceira e assim successivamente, até oito
ou dez culturas, obtendo-se por este meio uma serie de dyna-
misacdes da semente primitiva, analogas 4s dilui¢des que
j& estudamos atraz para os meios liquidos.  Os microbios
semeados cresceréio fixados, por assim dizer, ao solo que
se lhes forneceo, formaundo grupos de colonias, que apre-
sentam aspectos curiosos e caracteristicos.

4
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Emquanto 0s micro-organismos proliferam, o vapor
d’aguacontido na bateta condensa-se na tampa do crytalli-
sador, com tendencia a formnar gottas ; para evitar que
estas caiam sobre a preparag¢io inclina-se um pouco o sys-
tema, ou entdo guarnece-se o céo interior da tampa com
uma rodella de papel hydrophilo.

As batatas foram cosidas a 100°; mas ji sabemos que
esta temperatura ndo extingue todos os germens, principal-
mente o bacillo da batata, que poderin desenvolver-se. e in-
vadir a preparacdo, mascarando-a; por este motivo é que
deixa-se o tuberculo durante uma hora meigulhado. na so-
‘lucdo de sublimado, que completa a esterilisacio.

Este é o processo de Koch e que incontestavelmente
marca um progresso notavel na technica bacteriologica ;
entretando alem de ser um tanto moroso e complicado, tem
o inconveniente, e ndo pequeno, de poder deixar a prepa-
racdo, ser invadida pelos germens exteriores, todas as vezes
que para semear, ou por motivos de estudos, se tiver neces-
sidade de levantar as tampas dos crystallisadores ; pelo que
esse methodo quasi ndo é mais seguido nos laboratorios.

Muito mais pratico, mais simples e offerecendo uma
seguranca e uma commodidade completas é o processo dos
tubos, imaginado pelo professor Roux, methodo preferido
geralmente hoje.

Eis aqui em que cousiste o processo de Roux : toma-
se uma batata lavada em agua commum e sem precaucdes
especiaes e cortam-se as duas extremidades do eixo mais
Jongo. Com um instrumento, especie de saca-bocado de
de forma cylindrica, tira-se da batata um cylindro da
massa que vem ji dividido em duas partes, no sentido
longitudional, pelo septo existente em uma das extremi-
dades do saca-bocado (emporte-piéce) que é introduzido
verticalmente na batata de alto a baixo.

Alids, na falta d’este instrumento, a operagio pode
ser feita com o auxilio de qualquer outro instrumento
cortante. '
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Os pedagos ou meio-cylindros de batata sdo lavados
em agua commum, enxugados em papel buwvard e colloca-
dos, cada um, dentro de win tubo, dito de Roux. SHo
tubos um pouco mais calibrosos do que os tubos ordina-
rios de ensaio e que tém um pequeno estrangulamento em
sua parte inferior.

Arrolhados com algoddao s@o os tubos collocados no
autoclave, onde ficam durante vinte minutos expostos
com O seu conteudo, a uma temperatura de 115 grios,
sufficiente para esterelisal-os.

Terminada a operacdo estdo os tubos promptos para
receber as sementes. Com uma espatula de platina, de
pequenas dimeunsdes, e previamente passada pela chamma,
toma-se um pouco da semente a espalhar na superficie
plana do semi-cylindro de batata e risca-se de dentro para
fora e de baixo para cima com a platina assim carregada
dos germens, um trago em zig-zag. na polpa da batata.
Fecha-seo vidro com algodio e cobre-se este por sua vez com
uma carapuca de borracha, para evitar-se a queda de poeiras
sobre o algoddo ; depois collocam-se todos os tubos semeados
e assim preparados em uma estufa, cuja temperatura é de
37 grdos e onde as culturas fazem-se bem e rapidamente,
conservande-se em bom estado durante muito tempo.

O estrangulamento que se nota no tubo retem a agua
que cahe por occasido do aquecimento e vai assim entre-
tendo a humidade na prepara¢do, sem o que esta seccaria,
ficando imprestavel ; a carapuca de borracha impede por
seu lado que a humidade se evapore e que os esporos de
certas especies de mofo, cahindo sobre o algoddo germi-
nem, dando filamentos que atravessem a trama da bucha,
v&0 mais tarde contaminar com os seus esporos a cultura.

Emfim pode-se empregar ainda 2 hatata sob a forma
de uma pasta, 4 qual se podem juntar tambem outras
substancias que modifiquem o meio, augmentando, ou di-
minuindo o seu poder nutritivo. E’ sabida a maneira de-
licada pela qual os meios reagem sobre os microbios e vice-
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versa : para facilitar ou para difficultar o desenvolvimen-
to dos germens pode-se introduzir nos substrata de cultu-
ra peptonas, assucar, saes, acidos, e tudo quanto se quizer ;
mas depois de taes addi¢cGes n@o se deve esquecer que
todo e qualquer meio destinado 4 cultura dos microbios
deve ser antes esterilisado no autoclave de Chamberland.

N%o so as batatas a unica materia usada nos labora-
torios para as culturas solidas ; outras muitas substancias
se prestam a isso : as cenouras, as beterravas e quasi
todos os legumes preenchem bem a ‘funcciio de nutrir os
microbios, que, conforme ji dissemos, sabem manifestar
as suas preferencias por tal ou tal alimento.

B assim que o staphylococcus pyogenes aureus, preferin-
do as materias assucaradas, d4 as colonias mais densas e
mais bellas sobre as cenouras e sobre as beterravas,

Os pedacos de madeira secca, os galhos mortos . que
cahem das arvores, quando humidos, constituem um solo
propicio para a vegetacio de certas variedades de cogu-
melo.

A citar ainda : o pdo sobre o qual ja vimos o mu-
cor mucedo cultivar-se de proferencia ; 0 pAo azymo, sobre
o qual o bacillo de Kiel d4 uma cultura muito caracteristica,
com uma bella cor vermelho-escarlate ; este germen
quando desenvolve-se sobre as hostias causa assombro aos
devotos, que acreditam ser aquillo sangue ; facto que ja tem
dado logar a grosseiras e calculadas mystificacées. Temos
ainda as pastas feitas com amydon, feculas, differentes fa-
rinhas de varios cereaes, trigo, arroz, milho, ete., consti-
tuindo todos bons meios de cultura, uma vez que sejam
preparados com todas as precaucdes antisepticas. '

Microbios ha que transformam directamente o amydon
em agua e acido carbonico e algumas vezes em assucar.
Primeiramente elles liquefazem o amydon, depois levam
mais longe a transformacio, chegando wesmo até a fabri-
ca¢do dos acidos lactico e butyrico. '

Quando estes ultimos productos apparecem em abun-
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dancia sobre o terreno das culturas, em regra geral a pro-
liferagio dos germens nfo continda, porque a acidez é con-
traria a vida de uin grande numero de pequenos organis-
mos. Remove-se, porém, este inconveniente muito serio,
neutralisando-se o acido que vai-se formando no decurso
da evolucdo da cultura, com um pouco de carbonato de
cal, ou outro sal basico.

Uma cultura da bacteridia do carbunculo sobre amydon
fard «a principio a liquefac¢io da pasta; depois produzir-
se-d assucar e finalmente apparecerio os acidos : n’esta oc-
casiao suspende-se a cultura. TFormar-se-d um sal decal e
teremos como ultima produccio, erystaes de acetato de cal,
facilmente descoberto pelas suas reaccoes e caracteres pro-
prios.

Todavia esses meios solidos de cultura, que incontes-
tavelmente sdo de uma grande utilidade gquando se quer
obter com rapidez grandes colonias microbianas, sdo infe-
lizmente de uma conservag¢do diffleil, quando se quer, ou
se precisa guardal-as durante periodos de tempo mais ou
menos longos. N#&o ha entdo outro remedio sendo recor-
rer-se aos meios liquidos, dos quaes vamos tratar no capi-
tulo immediato.






CALDO DE CARNE

SUMMARTIO — Modo de preparar o caldo. —
Reparti¢io pelos vasos de cultura.— Es-
terilisaciio dos vasos.— Matraz-distribui-
dor. — Diversas formas de vasos. — Ma-
neira de semear o caldo. — Aspecto das
culturas.—Modiflea¢des produzidas pelos
microbios. — Modo de recolher o caldo
com a pipetta.— Tubos afilados.— Caldo
preparado com diversos orgios.—Infusio
diversas. — Meios artificiaes.— Liquidos
de Pasteur e de Raulin.—Licor de Conh.
—Vantagens dos meios liquidos.

A frente dos meios liguidos vem o caldo de carne,
cuja maneira de preparar vamos aprender :

Tomam-se 500 grammas de boa carne de boi, pesada
depois de desembara¢ada da gordura e dos tenddes ; cor-
ta-se em peqnenos pedacos ¢ bota-se a macerar em um litro
d’agua durante 24 horas a frio, ou durante umas 5 horas
sdmente, se a temperatura ambieate ndo é muito baixa.

No fim de qualquer d’esses periodos de tempo esjre-
me-se o todo atravez de nm panno de linho bem limpo e
previamente molhado. Se depois de espremido o caldo
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ndo attingir as 500 grammas, completa-se esse volume addi-
cionando agua.

Em seguida leva-se o caldo ao fogo até a ebullicgo,
tendo a cautella de agitar constantemente o liquido afim
de que nio pegue no fundo do vaso. Juntam se 10 gram-
mas de peptona e 5 de sal marinho. Se o caldo estd acido
(o que se reconhece pelo papel de tournesol) neutralisa-se-o
por meio de uma soluciiv de soda 4 1/10, ou por uma solu-
c¢do concentrada de bicarbonato de sodio.

Collocado o calde em um pequeno caldeirio de ferro es-
maltado, é levado ao autoclave, onde serd aquecido a 120°
e durante um quarto de hora. Filtra-se o liquido ainda
guente e se reparte pelos diversos recipiantes previamente
esterilisados. ‘

Nao devem ser esquecidas certas precauc¢des que na
pratica tém grande importancia. FE’ assim que dura,nte a
cocgdo deve-se agitar constantemente o liquido, porque a
fibrina coagulando-se pode dar lugar a que o caldo pegue no
fundo do caldeirdo, segundo o termo usado pelos cosinheiros.

O filtro ndo pode deixar de ser molhado, afim de que
a gordura nfio passe atravéz de suas paredes.

A escolha da peptona a ajuntar tem sua importaneia,
devendo-se usar sempre da mesma marca, porque a com-
posi¢do d’essas substancias varia com os fabricantes. No
« Instituto Pasteur» usa-se da peptona Chapoteaut. N#o é
demais repetir que os microbios sio exigentes na escolha
de seus alimentos e que qualquer descuido pode ser causa
de insuceesso em uma cualtura

Como a peptona é acida, é premso sempre alcalinisal-a
com a soda, esterilisando-se (j4 se entende) previamente
ambas as substalcias.

Os phosphatos que o caldo coutem s&o0 tanto menos so-
luveis quanto a temperatura é mais alta ; elles se pl‘ec.ip'i-,
tam fazendo uma especie de colla no fundo do caldeirio.

E’ depois que se forma este precipitado e quando a



temperatura tem attingido o 2rdo maximo desejado, que
se deve filtrar o caldo para evitar que os  phosphatos dis-
solvam-se novamente, quando o liquido esfriar.

Na auzencia do autoclave tambem se poderin conse-
enir o esterilisa¢io  do caldo em quatro ou cinco aqueci-
Mentos SUCCEsSivos 1 € e8se Proeesso moroso e um tanto in-
certy, ndo dixard de ter a vantagem de evitar que, sob
as al'as temeraturas, a potassa actuando sobre as mate-
rias organicis mude um pouco a cor do liguido, que fica
nmais carvegado ; o que nao deixa de ser um embaraco para
bem observar-se a cultura mais tarde.

Tambem ¢ de bda pratica preparar-se de uma sb vez
uma grande porcdo de ealdo ; porque assim, na serie do
estudos ou de experiencias qne se tiver de fazer, tem-se
a certeza de operar sempre sobre um meio identico a si
mesmo, nao havendo probabilidade de enganos prove-
nientes da composi¢ao diversa dos differentes caldos, em-
bora preparadossegundo a mesma technica acima indicada.

E' cousa facil guardar e conservar uma grande quan-
tidade de caldo. LIEm um matraz de 800 centimetros cubicos
de capacidade, fechado 4 lampada e gnardado ao abrigo da .
luz em um armario fechado, o caldo conserva-se indefini-
damente.

Uma bucha de algodao coberta com papel podera
servir tambem para obturar o vase ; mas o ar circulando
atravez da trama de algodido produziria no liquido uma
oxvda¢do lenta n@o apreciavel pelos reagentes chimicos,
mas revelada por certos microbios muito delicados e que
nfo poderiam mais viver abi.

O microbio do carbunculo proliféra muito bem em um
cal do recentemente preparado ; mas se o liquido tem sof-
frido n accio da luz durante duas ou tres horas, ja as cul-
turas quasi nio se fazem ;e o do tetanos deixard tambem
de cultivar-se em um caldo que tenha sido exposto ao ar,
durante algum tempo.

Quando se quizer fechar os balGes & lampada, ¢ preciso

5
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escolher vasos de fundo redondo ; porque a forma esphe-
roidal é que melhor resiste 4s pressGes : um matraz de
fundo chato posto no autoclave e subwettido.a uma alta
temperatura, quebrar se-a infallivelmente.

Raramente experimenta-se sobre tio grande porcio
de caldo, como a que os grandes baldes contén. '

- Ha varias especies de vasos de cultura ; os mais sim-
ples, baratos e sobretudo os mais commodos sd0 o8 tubos
de ensaio. '

O matraz «Pasteur» é de uma capacidade maior do
que os tubos, pelo que presta-se a culturas mais extensas ;
alem d’isso é munido de uma rolha de vidro ouca, por
onde o ar pode passar atravez de uma bucha de algoddo,
que enche o interior da rolha de vidro.

Para os microbios que precisam de uma maior quan-
tidade dear os vasos devem ter um amplo fundo chato, de’
maneira que o liquido possa offerecer uma larga superficie
ao ar que por ahi circula. :

Ha ainda baldes possuindo de cada lado um tubo-ou
um brago curvo, por onde se pode' forear a passagem do
ar on de um gaz qualquer, para ficar em contacto com a
cultura ; qualquer, porem, que seja o fluido a empregar-se
deve elle passar primeiramente atravez da agua para satu-
rar-se de humidade e ndo apressar a evaporacio do liquido
nutritivo, especialmente se o balao tem de ir 4 estufa, cemo
é a regra.

Uma precauc¢dio dainda é necessaria sempre que se tiver
de aquecer os vasos de vidro com as respectivas buchas de
algoddo : vem a ser ufio levar-se o aquecimento alem 180.°,
porque um pouco acima d’esta temperatura a materia or-
ganica comega a ser destruida e o algoddo decompondo-
se d4 nascimento a productos antisepticos, que se cahirem
no interior do vaso, podem matar as culturas.

E’ por intermedio do matraz-pipetta ou matraz-dis-
tribuidor que se faz o transvasamento do liquido contido
nos grandes bal0es para os vasos menores e para os tubos.



A Uma vez retirada a quantidade de liquido que se quer,
fecha-se de novo o balfio 4 lampada e colloca-se em logar
escuro.

— Como se deve semear o caldo ?

— Por meio de um fio de platina, que foi anteriormente
esterilisado até o vermelho-rubro em uma chamma de gaz
ou de alcool, recolhe-se um pouco da semente, mergulhando
simplesmente a platina no liquido de onde vem a semente,
ou raspando levemente uma particula da substancia, se
ella ¢é solida.

Em seguida mergulha-se a platina no caldo que tem
de receber a semente, agitando-a um pouco e fechando im-
mediatau;cnle o tubo com algodao ; tudo porem sem tocar
com os dedos na abertura do mesmo tubo. Levadas as
culturas 4 estufa de incuba¢fio, no fim de algumas horas ja
o liquido estd se turvando, signal evidente de que tem prin-
cipiado a proliferacao dos microbios: entdo é muito facil
seguir e observar todas as phases da operacio.

O bacillus sublilis precisa de 8 a 10 dias para desen-
volver-se no caldo, e quando o faz deixa cahir no fundo
do tubo pequenas espheras. O bacillus micoyde deixa o li-
quido perfeitamente claro, mas deixa ver no fundo do
tubo flocos alvos e densos.

Um streptococcus dari pequenos novelos, que se dis-
poem ao longo das paredes do vidro. O bacillo de Kiel
desenvolve-se na superficie do liquido e a Sua materia co-
rante dissemina-se por toda a massa, tingindo-a com a
cOr vermelha propria d’aquelle organismo. A bacteria do
carbunculo d4 um grande floco, que fluctua no meio do li-
quido transparente.

O farcino do boi d4d numas escamas que sobrenadam na
cultura. Emfim os microbios apresentam-se no caldo sob
um aspecto particular, que muito facilita o diagnostico.

Convem entretanto lembrar que a idade das culturas
¢ a natureza do meio modificam o seu aspecto, sendo indis-
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pensavel, para bem distinguil-as 4 simples inspeccio, um
grande habito de observar taes culturas.

Nem todos os caldos sdo identicos ; o grdo de acidez
do liquido pode variar, se a carne de onde proveio con-
tinha maior ou menor quantidade de acido lactico ; por
isso todo caldo deve ser ensaiado previamente, acidifican-
do-se-o, neutralisando-o, ou ainda alcalisando-o, conforme
a preferencia dos microbios por qualquer d’esses estados.

Na carne encontram-se os elementos indispensaveis 4
vida dos seres crganisados: phosphoro, enxofre, cal, magne-
sia, materias hydro-carbonadas, substancias azotadas, etc.

Algumas vezes os microbios transformam a materia
azotada em ammoniaco ; n’este caso a cultura torna-se al-
calina e teremos phosphatos ammoniaco-magnesianos e
ammoniacos compostos. Muitas vezes tambem os micro-
bios fabricam productos analogos 4s diastases ; e sio estes
os mais interessantes debaixo do ponto de vista bio-chimico.

Em logar da carne de vacca pode-se empregar a de
qualquer outro animal, usado ou nfo, para alimentacio
do homem. Da mesma muneira todos os orgfios do ani-
mal : figado, bago, pulmdes, ete., podem servir para a fa-
bricac¢do dos caldos de cultura.

Tambem as materias vegetaes poderdio servir para o
mesmo fim. O malt ou centeio germinado fornece um
excellente meio : 10 grammas de malt pilado para 100
grammas d’agua, que se aquece de 55° a 58° durante uma
hora, afim de que se faga a saccharifica¢io e haja maltose,
dextrina, ete., constituem um meio de predileccio dos fer-
mentos, cogumelos, tinhas, ete.

Comtudo esses liquidos organicos nfAo poderiio servir
para a analyse rigorosa das propriedades bio-chimicas de .
um mierobio. Para tal fim so necessarios outros liquidos
contendo materias fixas e exactamente dosadas; pelas de-
composi¢des operadas e pelo calculo das quantidades res-
tantes dos principios mineraes contidos em um liquido teste-
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munha, ter-se-i com precisio mathematicauma analyse quan-
titativa.

Foi com este intuito que Pasteur organisou a seguinte
solu¢io :

X TR & o 6 1 500 58 5 e e < o . s 100 grammas
Assucarcandi.........oo 10 »
Ctarb. de ammoniaco....... ... .. 1 gramma
Cinzas de levédo....... 1 »

Lste liquido era destinado a uma cultura do levédo de
cerveja. O assuear candi ¢ um corpo perfeitamente de-
terminado ;o carbonato de ammoniaco ¢ nm alimento azo-
tado, onde os microbios vio buscar o azoto de que preci-
sam : nas cinzas encontrardo elles os phosphatos e as ma-
terius mineraes, igualmente indispensaveis 4 vida. Foi
com o auxillo d’este reactivo que Pasteur assentou as bases
da sua theoria das fermentacdes.

O grande chimico allemao Liebig ensinava que a fer-
mentac¢do cra produzida pela addi¢do de um corpo cha-
mado fermento a uma materia fermentavel. As cellulas
eram animadas de um movimento particular, que trans-
mittindo-se ao corpo fermentavel o deslocavam, decom-
pondo-o ou alterando-o : ellas praticavam, segundo Liebig,
uma destruicio ; operavam uma obra de morte.

Pasteur provou, que pelo contrario, ellas faziam obra
de vida.  E para demonstral-o tomava o seu licor mineral
e punha-o em contacto com uma wunice cellula viva
de levédo ; ao mesmo tempo que a fermentacdo se fazia,
Pasteur obtinha nma geracdo inteira de cellulas vivas.
Fundou s¢ assim solidamente a grande theoria da fermen-
taco, que em uitima analyse ¢ a mesma das molestias iu-
fecciosas.

Raulin procurando um meio que fosse superior a todos
os liquidos naturaes para a cultura do aspergillus niger,
imaginou a seguinte composicao :

RBNB s somorss mormmeriim rmsyas 1,500 grammas

-

Assuecar candl ... 70 »



A€IdD TAFTTIC0. oxi .5 ammsssssnes 4 grammas
Nitrato de ammoniaco........... 4 »
Phosphato de ammoniaco ..... 0,60 »
Carbonato de potassa............ 0,40 »
Sulfato de ammoniaco........ .. 0,25 »
Sulfato de zinco............ ..... 0,07 »
Sulfato de ferro.. ................. 0,07 »
Silicato de potassa..........c......... 0,07 »

O acido tartrico é destinado a acidificar o meio, porque
comoésabido, os bolores gostam dos acidos, e n’esteliquido
o aspergi'lo negro dd a mais bella cultura.

Fazendo-se variar a composi¢ao do liquido em qual-
quer direc¢do, suprimindo-se, por exemplo, um dos ele-
mentos, obtem-se uma diminuicido de peso na colheita de
mofo.

O ferro néo é absorvido; mas a planta crescendo pro-
duz um su]fo-cyanuréto de potassio, que impederia o seu de-
senvolvimento se ndo fosse o sulfato de ferro, que se combi-
nando com aquelle sal remove tho grande inconveniente.

Estas experiencias e estudos levaram o author a abrir
uma nova via 4 agricultura, mostrando a influencia da na-
tureza do soloe dos diversos adubos.

Tambem Conh propoz o liquido abaixo :

Agua distillada........... ... 200 grammas
Tartrato de ammoniaco.. ......... 2 »
Phosphato de potassa............. 2 »
Sulfato de magnesio............... 1 gramma
Phosphato-tribasico de cal......... 0,1 »

Se os meios solidos apresentam uma grande vantagem
para o estudo extemporaneo dos microbios, os liquidos
lhes si0 bem superiores quando se quer fazer longas pes-
(uizas.

Com effeito quaesquer que sejam as precaucdes que se
tomem, ndo se poderia impedir a desecca¢io no fim de umn
tempo mais ou menos longo e, por consequencia, a morte
da cultura. |
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Os caldos, pelo contrario, podem se conservar indefi-
nidamente, tendo-se ainda a vautagem de operar sobre um
meio identico, na longa serie de experiencias a fazer; o
que nio suceederia com os solidos que estio sugeitos a va-
riacdes que compromettem os resultados, os quaes nunca
podem ser comparados entre si.

R e P 8






GELATINA E GELOSE

SUMMARIO— Preparacio da gelatina nutri-
tiva.—Macera¢io.— Filtracio.— Repar-
ticflo pelos vasos de cultura. — Esterili-
sacdo. — Tubos rectos. — Tubos inclina-
dos.—Isolamento das especies.— Semen-
teiras por picadas. — Caracteres das cul-
turas.—Liquefaccio da gelatina.—Meios
solidos transparentes.— Gelose ou agar-
agar.—Gelose nutritiva, sua preparacio.
— Os microbios nio liquefazem a gelo-
se.—Geléa de lichen.—Gelose-gelatina.

Um meio liquido addicionado de gelatina quando se
resfria adhere ao vaso; este meio nutritivo fol introduzido
na technica bacteriologica por Koch.

A gelatina é um producto da dilata¢io da osseina que
se obtem tratando-se pelo vapor d’agua 4 alta temperatura,
ossos descalcificados pelo acido chlorhydrico.

Depois d’esta simples manipulagio a gelatina ainda ¢é
impura : é preeiso laval-a sob um filete d’agua que remove
as impurezas ; depois dissolve-se-a em agua fervendo e re-
colhe-se o producto em alcool, que a precipita. Recome-
ca-se esta operacdo duas, trez ou quatro vezes, até obter se

uma gelatina pura.
6
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Nos laboratorios, para obter-se a gelatina nutritiva,
asa-se do seguinte processo: faz-se macerar durante cinco
ou seis horas 500 grammas de carne de vacca em um litro
d’agua ; espreme-se em um panno, juntam-se ao succo obtido
100 grammas de gelatina extra-branca e 5 grammag de sal
marinho : aquece:se ao banho-maria até 60 grdos para dis-
solver a gelatina ; alcalinisa-se ligeiramente com a soda e
leva-se de novo ao banho-maria, durante uma hora e a
100 gréos de temperatura. Se a coagulacio ndose fizer bem
e se o liquido nZo ficar claro, deixa-se esfriar até 55° e jun-
ta-se a clara de um ovo diluida em 50 centimetros cubicos
d’agua ; mexe-se o todo e aquece-se de novo a 100°. Feito
1880 ﬁltra 8¢ a quente e reparte-se pelos tubos de cultura,
tendo-se o cuidado de néo sujar o orificio d’estes. Esterili-
sa-se finalmente aquecendo a 100° durante trez dias succes-
sivos.

Dissolvendo a gelatina a 60° tem-se por fim nfo fazer
coagular as materias albuminoides ; pelo mesmo motivo,
durante a cocgdo, é preciso agitar constantemente toda a
massa liquida. Junta-se-a soda no fimda fusdo para obter-
se uma alecalinisacdo definida: mas ndo deve excedel-a
porque a gelatina se modificaria, produzindo-se glycocoila,
que n#o coalharia nem se apegaria ao vaso ; phenomeno
este indispensavel para o fim que se.tem em vista usando
da gelatina como meio de cultura.

Enlﬁm elevando-se a temperatura a 100° consegue-se

a coagulagdo das materias albuminoides, que se precipi-

tam, aprisionando nas malhas de sua rede os saes terrosos
e os restos de fibras muqcnlares, deixando o liquido lim-
pido.
3 Apezar d’isso nem sempre o liquido é inteiramente
claro ; é por isso que junta-se a clara d’ovo. E’ evidente
que, para fazel-o deve-se deixar o liquido esfriar até um
‘ponto em que a albumina ndo se coagule antes de
ter-se espalhado por toda a massa ; coagulacfio que se
dard mais tarde aquecendo-se de novo o liquido; n’essa



occasido as impurezas restantes serdo detidas pela albumi-
na coagulada em todos os pontos.

Quando a temperatura é muito baixa, é preciso fazer-
se a filtracdo a quente, em um funil especizl, que permitte
fazer a operac¢iio ao abrigo do ar ambiente. Obtida a fil-
tra¢io reparte-se o liquido pelos vasos de cultura, pre-
viamente esterilisados. Como ndo pode-se aquecer a ge-
latina a 115, visto ella ndo solidificar-se mais, s6 pode-se
counseguir matar os germens n’ella contidos, por meio do
aquecimento descontinuo, que faz-se a 100 ¢ em tres dias
consecutivos. Preparam-se muitos tubos ao mesmo tem-
po com por¢des variaveis do liquido, contendo de 1l a 3
centimetros cubicoes.

D’estes tubos uns sdo collocados verticalmente, e
outros sdo inclinados quasi em plano horisontal para ter-
se uma superficie mais vasta.

Sobre a gelatina podem ser cultivados os germens ou
0s esporos. Nos meios liquidos faz-se, como ji vimos, uma
separa¢ido dos microbios por diluicdo ; sobre batatas é dif-
ficil reconhecer-se o8 microbios ndo coloridos ; alem d’isso
0S processos sdo longos ; em gelatina, porem, semeando-
se antes do endurecimento da massa os germens ficam es-
palhados por todos os pontos do liquido ; e quando este
coagula-se elles ficam presos, formando colonias bem dis-
tinctas, que podem ser estudadas atravéz das paredes
transparentes do tubo.

Semea-se a gelatina quando solidificada, por meio de
estrias ou de picada; n’este ultimo caso a agulha de plati-
na levando a semente é introduzida verticalmente no
eixo da massa, até muito profundamente. Para as estrias
servem os tubos em que a gelatina resfriou e adherio es-
tando o vidro muito inclinado. Risca-se com a platina a
superficie livre da substancia a semear, fazendo-se um
traco mais ou menos sinuoso ; parallelamente a este po-
dem-se fazer outros tracos. Est4 entendido que todas
essas manipulagdes exigem grande cuidado para evitar-se
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o contagio, que, ao menor descuido, pode attingir o opera-
dor : este corre grande perigo manejando germens vi-
rulentissimos que podem dar a morte.

No fim de poucos dias apparecem as colonias de mi-
crobios.

Alguns d’elles liquefazem a gelatina ; quando isso
tem logar forma-se mna parte superior da picada uma ca-
psula, com a forma de um funil ; o phenomeno é devido a
decomposi¢do do meio, em presenca da diastase secretada
pelos germens, e serve para caracterisar 'certas especies
de microbios, os quaes podem dividir-se em dous grandes
grupos : microbios que ‘liquefazem a gelatina e microbios
que ndo a alteram.

Ao lado de vantagens reaestem a gelatina um grande
.inconveniente ; ; visto como muito difficil é o sen emprego
nos paizes quentes ; a 23* ella funde-se.

De outro lado, na immensa maioria dos casos a cul-
tura das especies pathogenicas (justamente as que mais
nos interessam) precisa soffrer a incubacio na estufa, com
uma temperatura variando de 35 a 48 grdos. Claro estd
que n’estas condi¢des ndo se deve pensar em tal producto
para as culturas.

Um  substratum possuindo todas as vantagens da ge-
latina sem os inconvenientes d’esta, encontrou-se na gelose
(como é conhecido em Franga), ou agar-agar, como o de-
nominam os allemies, ou simplesmente agar, como 0 uso
ird abreviando.

‘A gelose ou agar é um producto colloide, isomero da
cellulose e que foi estudado pela primeira vez por Payen,
que o extraio de certas algas, dando-lhe o nome de gelose,
quando em 1859 apresentou 4 Academia de Sciencias de
Pariz os seus trapalhos sobre o assumpto.

O agar usado nos laboratorios vem geralmente de uma
alga do mar das Indias, o—Gelidium spiriforme, da ordem
Floridéas. :
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E’ esta especie que fornece em abundancia a droga
conhecida no commercio por agar-agar, ou ainda pelo nome
de vareck corné, como tambem chamam na Franca.

Prepara-se a geléa nutritiva de agar, fazendo-se mace-
rar durante algumas horas 500 grammas de carne muscular
bem picada, em um litro d’agua ; depoisespreme-se ejun-
tam-se 10 grammas de peptona e 5 ditas de sal marinho
(tudo como para a gelatina), leva-se 4 ebulicio, filtra-se e
alcalinisa-se francamente com a soda.

Divide-se em seguida 15 grammas de agar em peque-
nos pedacos e junta-se ao liquido, que de novo vai até a
completa fusdo ou dissolucdo do agar, agitando-se sempre
a massa que é depois aquecida a 120°, durante 25 mi-
nutos.

E’ indispensavel elevar o aquecimento dquelia tempe-
ralura, assim como alcalinisar francamente, se se (uizer
obter um liquido claro e transparente.

Uma vez obtida uma reacc¢io alcalina bem accentuada
filtra-se oliquido sobre papel Chardrin ereparte-se ainda a
quente pelos varios tubos, pelo mesmio processo que ji in-
dicamos para a gelatina.

Nio ¢ demais insistir sobre a alcalinisacio da gelose,
que precisa ser bem nitida, do contrario, sob ainfluencia do
caldr, os acidos mesno fracos a transformario rapidamente
em assucar analogo 4 galactose, alterando profundamente
o meio nutritivo.

Quando quente é a gelose limpida, mas resfriando-se
ella 0 ¢ menos, deixando entretanto ver bem as culturas.
No fundo dos tubos fica sempre uma pequena por¢ao d’agua
que impede a adhesio do substratum ds paredes do vaso,
de sorte que a massa foge sob a agulha quando se tem de
semear; mas levando-se os tubos uma segunda vez & estufa
remove-se este embarago e a gelose seccando um pouco
pela peripheria, os bordos da massa adherem afinal ao
vidro.

Sendo uma substancia de natureza celluloide o agar-



— 46 —

agar n%o offerece um alimento para os microbios, e de or-
dinario nfo é atacado por elles : serve apenas de supporte
4s cnlturas.

| Para semear-se a gelose segue-se a mesma technica que
j4 conhecemos para a gelatina. As culturas, embora um
pouco menos pronunciadas, offerecem todavia os mesmos
aspectos que sobre a gelatina; ndo dando-se entretanto a
liquefacgio, nos casos em que esta tem lugar n’aquelle
outro meio.

Outras algas visinhas d’aquellas que fornecem o agar,
podem dar uma substancia analoga, servindo para os
mesmos fins.

E’ assim que Miquel, o conhecido director do obser-
vatorio meteorologico do Parque Mont-souris, prepara nma
geléa nutritiva com productos de uma planta marinha —o
Chondrus crispus, familia das Gigartinadas, ordem das Flo-
ridéas, que encontra-se desde os Acores até as costas da
Noruega.

E’ esta planta que fornece os elementos para a prepa-
ragdo dos productos conhecidos no commercio por geléa de
Carraghaen ou de musgo-da Irlanda. Miquel toma 300 gram-
mas dolichen e ferve durante nma hora em 10 litros d’agua.
Obtida a dissolagdo cda-se o liquido, que tem uma cor
cinzenta clara ; leva-se de novo ao fogo, durante muitas
horas, filtra-se a quente, evapora-se e obtem-se entio bolos
solidos e seccos da alga. Quando se quer preparar um
caldo com esta substancia é na propor¢io de um gramma
para cem partes do succo de carne e a gelose obtida s6
liquefaz-se a 60 grios.

Em vez de caldo, poderemos nosservir de uma soluc¢iao
de peptona no preparo da gelose. O extracto de carne
de Liebig serve para o mesme fim, e é justamente n’este
ultimo meio que o bacillo do ecarbunculo d4 bellos esporos.

Tambem pode-se combinar em porporgdes diversas a
gelatina com a gelose, obtendo-se meios nutritivos parti-
cipando das vantagens de ambas as substancias isoladas. .
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O ponto de fusdo passa a ser mais elevado : de 30 a 35
grios, o que incontestavelmente é de uma grande vantagem.

A combina¢io é tambem excellente para fazer-se o
isolamento das especies. Obtem-se o agar gelatinado ou
a gelose-gelatina preparando-se a gelatina pelo processo or-
dinario, j4 descripto, e depoisde bem alcalinisado junta-se
1/2 por cento de agar.

O aquecimento pode ser elevado a 120°, porque n#o
ha receio de que o meio deixe de solidificar-se ; por isso
que a presenca da alga remove aquelle inconveniente da
eelatina pura.

Nestas condi¢des é inutil esterilisar previamente os
tubos, cujo contendo supporta sem inconveniente aquella
temperatura ; e por isso a esterilisaciio faz-se em um sé
tempo.
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FILTRAGAO

SUMMARIO — Esterilisacio dos hmeios que
nio podem ser aquecidos. — Liquidos
contendo albumina. — Esterilisa¢do por
filtra¢do.—Filtros de Pasteur e Joubert.
—Filtros de terra cotta.—Tubos filtran-
tes.—Filtro Chamberland.— Maneira de
recolher e repartir os liquidos. — Modi- -
ficagdes operadas no liquido pela flltra-
cio.—Filtracio sob pressio de acido car-
bonico. — Preparacio do serum de san-
gue.—Sua esterilisa¢do.—Liquidos orga-
nicos naturalmente estereis,— Liquidos
da ascite, do hydrocele, do amnios.-—Uri-
na. — Albumina do ovo.— Cultura nos
ovos.——Humor aquoso.

Ja vimos que o melhor processo de esterilisacdo ¢ o
aquecimento a 115° no autoclave ; mas ja vimos tambem
que nem todos 0s meios supportam uma temperatura ele-
vada sem perder as suas qualidades nutritivas. Eutretanto
nas experiencias e estudos delaboratorio ha necessidade de
encontrar-se meios analogos aos gque certos microbios pa-
thogenicos encontram no organismo humano.

Nos meios organicos, como por exemplo, na infusio
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de malt, a maltose altera-se pelo caldr alto ; do mesmo modo,
as substancias assucaradas crystallisaveis, a uréa e outras
decompdem-se a uma temperatura elevada.

Assim, foi preciso procurar-se num outro processo de
esterilisacio e pensou-se na filtraciio.

Os microbios, se bem que infinitamente pequenos,
porque alguns d’elles attingem apenas a um milesimo de
millimetro de comprimento, sio comtudo «orpos solidos,
pelo que imaginou-se que podiam ser filtrados.

Pasteur e Joubert inventaram um filtro de gesso assim
constituido : em um tubo de forma especial elles introdu-
ziram um tampab de algodio e em seguida um tubo de
gesso, que por sua vez era coberto de algodiio ; 0 appare-
Tho era introduzido em um baldo, munido de uma tubu-
ladura lateral que permittiaa aspira¢io ; do outro lado do
balfio havia nma segunda tubuladura afilada e fechada 4
lampada, serviiido mais tarde para a distribuicdo do li-
quido filtrado. Todo o apparelho era euidadosamente es-
terilisado. |

Pasteur construio esse apparelho para demonstrar que
em uma cultura s6 os corpos solidos eram pathogenicos, a0
passo que o liquido era inoffensivo. Effectivamente elle
podia injectar nas veias de um cfo uma grande guanti-
dade de cultura de carbunculo filtrada sem que o animal
désse a menor demonstracio de parecer doente ; entretanto
alguns corpusculos recolhidos sobre o filtro matavam o
cio rapidamente. Ficou tambem demonstrada a efficacia
d’esse novo processo de esterilisa¢io. A espessura do
filtro n@do tinha maior importancia : alguns centimetros
bastavam, mas o gesso tinha certos inconvenientes ¢ nio
pequenos : alemde n#o ser aquelle corpo insoluvel e o sul-
fato de cal dissolvido produziralteracdes nocivas noliquido;
succedia que a dissolugdo podia deixar lacunasnas paredes -
do filtro, abrindo assim uma porta 4 passagem dos mi-
crobios. Demais os filtros de gesso s6 podiam servir para
pequenas quantidades de lignido e estragavam-se rapida-
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mente, sendo preciso desmanchal-os e moldal-uos de novo,
apos cada operacio.

Procuarou-se melhorar o filtro juntando o gesso ao
amiantho; mas pouco se adiantou: pelo que ensaiou-se
utilisar na construccdo d’aquelles apparelhos, a terra de
faiengas ou barro de Choisy le Roi, fabricando-se cylindros
oucos da grossura de um lapis, que eram montados em
tubos esterilisados, ou em baldes, com oauxilio de diversos
dispositivos ; os lapis eramm soldados com céra Gollaz, e
quando tinha-se de limpar o filtro, era preciso fundir a
céra polo calor. Por meio de diversos artificios conse-
guia-se filtar de dentro para fora e vice-versa ; mas posto
que esse filtro representasse um progresso, nao podia
servir para a filtracdo em grande escala.

Chamberland, um dos discipulos mais aproveitaveis
da escola pastoriana, introduzio algumas modificacdées no
filtro, e angmentando o calibre dos tubos dotou os labora-
torios com o bom filtro que leva o seu nome, filtro que ra-
pidamente entrou nos usos domesticos, em escala vas-
tissima.

E ndo ha duvida que o filtro Chamberland é um bom
apparelho, com a condi¢do, porém, de serem tomadas certas
precaucdes antes de usal-o, afim de que nfo fiquem annul-
ladas as suas propriedades esterilisantes.

E’ assim que antes do seu emprego devem as vélas ser
aquecidas a 115" e ensaiadas, para ter-se a certeza de que
nao ha em suas paredes qualquer lacuna ou falha, prinei-
palmente porque filtra-se ordinariamente sob uma pressiao
de trez a quatro atmospheras. O ensaio é muito simples:
liga-se o filtro a um folle, como esses de borracha usados
nos pulverisadores de toilette ¢ mergulha-se a véla em
agna ; fazendo-se actuar o folle com uma certa pressio, si
sahirem bolhas finissimas de ar é que existe qualquer
falha ou rachadura, devendo por isso a véla ser regeitada
por imprestavel. Esta prova, bem como a esterilisag¢io
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prévia no autoclave, sfio indispensaveis; e inutil é usar-se
de um filtro que n%o foi assim tratado.

Examinando-se a0 microscopio um cérte da parede de
uma véla Chamberland, como se examina um corte histo-
logico de nm osso, vé-se que cs poéros sdo muito maiores
do que as dimensdes dos microbios. E porque eatido estes
organismos nfio atravessam aquelles buracos ? E’ quedé-se
d4 ahi um phenomeno de capillaridade, onde s6 os liquidos
passam, emquanto que os microbios ficam detidos na pa-
rede externa da véla.

Chega um momerto em que os microbics accnmulam-se
em tdo grande gnantidade que o liquido ndo passa mais;
diz-se entdo que o tubo colmuta-se ; n’este caso é preciso
desembaracar as snas paredes exteriores d’essa camada de
impurezas e esterilisar de novo o filtro ; mas desta vez, a
180° para que tenha logar a destrui¢io da materia organica
e a desaggregacdo seja completa. ,

Assim tratados sdo entretanto excellentes os filtros
Chamberland ; mas se os deixarmos por muitoltempo expos-
tos 4 humidade ‘sem os limpar, sobretudo em tempo de
calor, os mofos vegetando sobre as paredes do tubo, in-
sinuarfo os seus filamentos atravez dos péros, deixando cahir
as sementes ou esporos no liquido a filtrar. B’ por isso
que deve-se recorrer com frequencia a esterilisacio dos
filtros.

O Dr. d’Arsonval recommenda que se faga a filtracio
sob fortes pressdes, obtidas pelo acido carbonico, que por
si mesmo ja é um parasiticida, anniquilando perfeitamente
as formas vegetativas da maior parte dos germens, nio
tendo, porém, a menor ac¢do sobre os esporos. A alta
pressdao que o apparelho de d’ Arsonval desenvolve tem a
sua utilidade : os liquidos albuminosos que difficilmente
passariam sem pressio, a ella submettidos, passam de-
pressa ; isto bem entendido, no comego, porque com a con-
tinuagdo o apparelho colmata-se como. todo e qualquer
outro ; até mesmo um pouco mais cedo .por causada grande
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velocidade com que o liquido vai passando no principio da
operaciao. Ha outro inconveniente ainda no apparelho de
@’ Arsonval : o acido carbonico, cuja ac¢io é quasi nulla
quando o gaz estd no estado livre, toma, submettido 4
pressio, propriedades novas e vai alterar as toXinas que
ficam muito enfraquecidas. Até mesmo as substancias
crystallisadas alteram-se algumas vezes.

A filtra¢do a quente, proposta por Miquel, tem o
mesmo inconveniente : a operacio faz-se bem no comego,
para suspender-se logo depois com a colmata¢do do filtro.

Quando ndo se consegue esterilisar um liquido pela
filtra¢do ¢ o caso de recorrer-se ao aquecimento disconti-
nuo, de que ja fallamos em outra parte.

Liquidos ha muito ricos em albumina, como o serum,
cuja esterilisacdo deve ser feita em 8 ou 10 dias succes-
sivos e a 58 de temperatura ; operacio que s6 pode ser
bem executada em um apparelho perfeitamente regulado
e munido de um banho-maria.

O serum deve ser tdo puro quanto possivel, devendo
ser recolhido com todas as precau¢des imaginaveis nos ma-
tadouros ou em outro qualquer lugar que o possa fornecer
em boas condi¢des de pureza.

Depois de um repouso de 24 a 48 horas repartir-se-4 o
serum pelos tubos ou baldes de ante-mao esterilisados ; em
seguida esses vasos serdo aquecidos a 58, como ja foi dito.

O serum emprega-se liquido e sem addi¢do de qualquer
outra substancia (eutdo ndo ¢ elle um bom meio de cul-
tura), ou misturado com caldo. Algumas vezes usa-se
d’elle solido, coagulando-se-o na estufa ; ndose deve, porém,
preparar grandes quantidades de serum de uma s6 vez,
porque este producto oxydando-se, altera-se.

Os liquidos do organismo, pathologicos ou nio, e des-
tituidos de microbios, fornecem excellentes meios de cul-
tura. Se sio puros esses liquidos nunca se alteram, on
quando muito as alteracdes sdo de ordem puramente chi-
micas e nunca de origem microbiana.
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Outr’ora acreditava-se que o sangue ndo continha mi
crobios ; por uma serie de experiencias demonstrou-s
porem que assim ndo é : no momento da digestdo os mi
crobios passam do intestino para o chylo e d’este para «
s:mg‘ue; felizmente ahi elles encontram cellulas especiae
ditas phagocytas que os absorvem, digerindo-os tdo ben
que algumas horas depois da nossa digestfo o sangue ¢ abso
lutamente puro. De sorte que pode-se formular esta pro
posicdo : «quanto mais distante da digestdio, mais puro é «
sangue» (Dr. Roux).

Como colher-se sangue com puareza ? -- Nos pequeno
animaes é esta uma operacio delicadissima ; ao passo qu
nas grandes especies a cousa ndo é difficil. Nao ha neces
sidade de insistirmos mais sobre detalhes que garantan
uma antisepsia completa, a qual domina qualQnel' technic
em bacteriologia. Reconhecida a veia ou a arteria que s
quer abrir, raspados os pellos, lavada a parte com um
solugio de sublimado, ou mesmo queimado a pelle com ur
ferro em braza (processo nm tanto deshumano) faz-se pe
netrar o trocate, recolhendo-se o sangue em um bocal muit:
limpo e esterilisado.

Ha um meio muito simples de desfibrinar o sangne
collocam-se umas pequenas espheras de vidro dentro d
vaso, que depois de cheio é agitado de maneira a que a
bolas movam-se tambem ; aflbrina adhere as espheras, a
passo que o resto do conteudo do vaso conserva-se fluidc

Pode-se juntar serum e caldo, serum e gelose, varia
emfim as misturas. Para cultivar-se o microbio da
fluenze, que s6 d4 em uma mistura de sangue e gelose
liquefaz-se a gelose a 80°, deixa-se esfriar até 38° e encm
pora-se 0 agar ao sangue n’esta ultima temperatura, par
que ndo se dé a coagulacdo da albumina. O gonococ
prefere, como terreno de cultura, uma mistura de aga
serum e caldo.

Outros liquidos do organismo, physiologicos ou path
logicos, convém igualmente 4 cultura das bacterias. Obten



se soberba prolifera¢iao do microbio da erysipela, cultivan-
do-0 no liquido da ascite misturado ao caldo.

O liguido da pleuresia, o da hydrocele, ¢ amnios, a
urina recolhida com uma sonda esterilisada, o humor
aquoso, prestam se muito bem para as culturas.

Os ovos conservam-se perfeitos durante muito tempo,
com a condi¢cdao de serem guardados em local secco, para
evitar-se que o mofo invada-os exatamente como se d4 com
as vélas dos filtros.  Pode-se semear um ovo directamente,
esterilisando a grossa extremidade @ chamma ; quebra-se
entdo uma pequena parcella da casca e semea-se com o fio
de platinu, como se fosse um tubo; em seguida fecha-se
aabertura com lacre ¢ leva-seo ovo d estufa. Tem-seassim
a0 mesmo tempo o vaso e oliquido decultura, aqual faz-se
muito bem, o que se conhecepor certos signaes exteriores,
como sejam : a lividez doovo, a albumina que se liquefaz,
a gemma que enegrece ; é uma cultura quasi anaerobia.

E’ preciso notar que a albumina de todos os ovos ndo
ta mesma; o ovo de pato, por exemplo, differe do da gal-
linha na maneira de reagir sobre os microbios.

Pode-se ainda, com uma pipetta, tirar um pouco da
clara para qualquer vaso de cultura, podendo-se tambem
misturar com outras substancias.

As mais bellas bacteridias do carbiinculo optém-se no
humor aquoso do olho ; foi n’este meio que Koch fez os
seus importantes estudos sobre aquelle germen. O humor
aquoso pode ser retirado do olho dos animaes vivos ou
mortos, introduzindo-se numa pipetta no globo ocular do
animal. O liguido sobe por capillaridade e fecha-se depois
a pipetta & lampada.






SEPARAGAQ DOS MICROBIOS

SUMMARIO — Vantagens da gelatina ; cul-
turas sobre placas; sua esterilisa¢io. —
Dilui¢ao da semente.—Maneira de esten-
der-se a gelatina sobre as placas.— Boce-
tas de Petri.— Tubos de Esmarch.— As-
pectos das colonias. — Colonias liquefa-
zendo a gelatina.— Exame microscopico.
— Variacdes no aspecto das colonias do
mesmo microbio.— Estructura das colo-
nias.—Ineonvenientes da gelatina.—Pla-
cas de gelose.— Gelose gelatinada.— cul-
tura sobre porta objecto. — Cultura em
cellulas — Repicagem. — Contagem das
colonias.—CULTURA DOS ANAEROBIOS.

Nao basta fazer-se a caltura de microbios em um
meio puro paraestudar-se a vida d’esses micro-organismos :
é preciso ainda isolal-os; mas esta operacdo é muito deli-
cada e coustitue nimn dos pontos mais importantes da technica
bacteriologica.

Comeca-se por liquefazer um tubo de gelatina e col-
local-o em um banho-maria, ou simplesmente aquecel-o
ao calor da m3io. Seméa-se uma pequena quantidade
de uma mistura microbiana, de maneira que a gotta

8
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introduzida espalhe-se o melhor e o mais possivel portoda
a massa de gelatina ; depois derrama-se esta sobre placas
de vidro. Logo que a gelatina esfria, coagula-se aprisio-
nando em certos pontos os microbios esparsos, que mais
tarde se desenvolvem em colonias, com o seu aspecto ca-
racteristico.

Se as colonias forem muito numerosas (o que succe-
derd se o liquido que forneceu a semente for muito rico
em microbios) ellas se prejudicario mutuamente : as es-
pecies que liquefazem a gelatina impediriio que as suas
visinhas prosperem, roubando-lhes o terreno nutritivo.

Este inconveniente é evitado desde que se fizer uso so-
mente detubos em terceira e quarta dilui¢do, porque os ger-
mens sendo nos ultimos tubos relativamente ‘in‘OS, as colo-
nias se formarfio & distancias convenientes uma das outras.

Feitas estas manipulagdes é preciso esperar que a gela-
tina esfrie até 30 grdaos, ponto em que ella é ainda bem
liquida e permitte todas as opera¢des de cultura, sem que
0S germens morram.

As placas de vidro sdo ordinariamente rectangulares,
tendo uns doze centimetros de comprimento sobre novede
largura. Dispde-se a placa ou placas em bandeijas de
folha de Flandres, esterilisando-as em seguida a 180e.
Deve-se deixal-as arrefecer mesmo no forno para que nao
se quebrem com a mudan¢a brusca de temperatura. R’
preeciso tambem segurar as placas com uma pinga esterili-
sada, ou pelo menos ndo toearmos com os nossos dédos nos
pontos em que tem-se de derramar a gelatina.

Estas placas devem estar colloeadas em um plano rigo-
rosamente horizontal, no momento de receber em o liquido ;
este deve, quando coagulado, formar uma camada de igual
espessura ¢ tdo delgada quanto possivel.

Varios apparelhos usados nos laboratorios garantem
uma horisontalidade perfeita das placas e operam o res-
friamento rapido da gelatina. A citar entre outros o de
Koch, munido de um parafuso, que subindo, ou descendo,
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estabelece o nivellamento procurado ; mas este apparelho.
composto de varios erystallisadores, estd abandonado: nio
somente por causa de sua fragilidade e complicacdo, como
tambem  por que traziam alguma morosidade nas mani-
pulagdes.

Actualmente o apparelho empregado é o do professor
Roux. E’ elle corstituido por um tambor ou caixa metal-
lica, munida de um parafuso para dar a horisontalidade
perfeita, por movimento de subida ou descida ; horisonta-
lidade verificada com precisdo no nivel de bolha de ar que
existe no proprio apparelho ; este ainda ¢ disposto de ma-
neira que pelo interior da caixa passe uma corrente de agua
fria, cujatemperatura pode ser abaixada artificialmente, ou
por meio do gelo, ou por qualquer mistura refrigerante, col-
locada dentro do tambor  Iste apparelho simples; solido
e até clegante, produz a solidifica¢io das placas de gelatina
collocadas na sua superficie superior, quasi que instan-
taneamente.  Uma campanula de vidro abriga as placas,
cobrindo-as.

Para que as culturas se desenvolvam é preciso que a
gelatina ndo fique muito secca ; pelo que collocam se as
placas em camara humida, a qual é constituida por dous
erystallisadores, servindo um delles de tampa ou cobertura
do outro: o ¢rystallisador inferior é guarnecido de papel
mata-borrdo imbebido em uma solu¢io de sublimado; no
interior dos vasos ha uns supportes de vidro formando pra-
tileiras ; cada uma d’estas é forrada por uma tira de papel
buvard paraevitar que as placas escorrecguem. As placas
sa0 collocadas nas pratileiras, de modo ue as mais carre-
gadas de germens fiquem nos andares inferiores.

Para diminuir as probabilidades de contaminacio das
culturas, todas as vezes que se quizer examinal-as e
portanto expol-as ao ar ambiente, Petri imaginou as caixas
de vidro, ditas bocetas de Petri, muito parecidas com as
caixas de rapé pelo seu formato e tamanho, que é apenas
um pouco maior, prestando-se admiiavelmentebem ds cul-
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turas em placas-e ao exame ulterior no micn'OSGOpio, sem
haver necessidade de expor as culturas 4 contaminagéo
do ar exterior. ‘

Taes placas (as unicas usadas hoje) sio formadas de
dous discos de vidro, com bordos pouco elevados, como
dons I')'equenos crystalisadores, um d-elles de maior dia-
metro do” que o outro de modo a cobril-o completamente.

Depois de esterilisados pelo processo j4 tantas vezes
indicado n’este trabalho, despeja-se no disco de menor dia-
nmetro o conteudo de um tubo de gelatina liquida e j4 semea-
da, exactamente como se faz com as placas ; tampa-se com

o outro disco e quando as colonias se desenvQlvem, ou
estdo em via do desenvolvimento, pode-se atravéz do vidro,
examinar o que se vai passando no interior da caixa, que
tambem pode ser collocada na platina do microscopio para
ser estudada a cultura.

Os tubos chamados de Esmarch tambem prestam-se 4
separacdo dos microbios. Escolhem-se tubos contendo
apenas um centimetro cubico de gelatina, que se liquefaz
e seméa-se ; depois procura-se espalhar a gelatina pelas
paredes do vaso, o que se consegue collocando o tubo ho-
risontalmente e imprimindo-lhe entre os dedos um movi-
mento uniforme de rotacdo, mas isto sob um fio d’agua
corrente bem fria, afim de que a gelatina solidifique-se

rapidamente ne modoa formar interiormente uma camada
bem delgada e da mesma espessura ém todos os pontos;
d’este modo as colonias podem ser bem examinadas aquelles
tubos.

Entretanto hoje toda gente usa de preferencia das
bocetas de Petri, que sio muito mais praticas ; e salvo o
desejo de complicar propositalmente a technica da separa-
¢30, ninguem mais procura fazer culturas nos tubos de
Esmarch.

Quer seja em placas, caixas, ou tubos, apparecem logo
nos meios gelatinosos pontos brilhantes que examinados
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atravez de uma lente apresentam varios aspectos : uns
estdo na superficie, ontros nas camadas mais profundas do
substratum ; uns crescem rapidamente, outros vdo mais
de vagar. Examinada a cultura ao microscopio, com um
augmento de 200, 600, ou 800 diametros, patenteiam-se os
seus diversos caractéres, como os de colora¢do, que pode
ser branca, amarella, encarnada, parda, etc. ; observar-se-4
se existe uma pellicula, se os contornos sao regulares, ou
se pelo contrario sao sinuosos ou recortados ; se assnperficies

sio lisas ou estriadas; opacas on transparentes; se ha
pontos que se liquefazem rapidamente, ao contrario de
outros onde este processo faz-se de modo lento; notar-se-4
ainda se o aspecto é turvo ou transparente, indicando no
primeiro caso, a presenca de microbios dotados de mobi-
lidade. Osgermens tendo a forma bacillar ou filamentosa
dardao prolongamentos partindo do ponto de adherencia da
colonia, como a bacteridia do carbuanculo, entre outros.

Estas cousas passam-se nas condi¢des normaes, mas se-
gundo as circunstancias todo pode variar. Assim por
exemplo, se a gelatina for preparada com 15 ¢, d’esta ma-
teria em vez de 10, a liquefacfio serd retardada; isto quer
dizer que s6 se podem fazer comparagdes quando as con-
di¢des forem identicas.

Os bacillos typhico e coli apresentam colonias de berdos
dentados, tendo cortes profundos na peripheria e com a
superficie estriada; ao lado d’essas colenias apparecem
outras mais escuras, cujo aspecto é muito differente ; en-
tretanto ellas sdo constituidas pelos mesnios microbios !

O bacillo cholerico é considerado liquefaciente ; pois
bem : se esse bacillo é velho a cultura ndo se liquefaz. Os
caractercs classicos podem variar e por isso é preciso
estar-se previnido contra essas mudancas que podem levar
o observador a tirar conelusdes erroneas,

Para bem estudar-se uma cultura em taes condi¢des é
preciso comparar as cellulas entre si; w'este caso deixa-se
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cahir uma-laminula sobre uma colonia classica; com a
maior delicadeza retira-se a laminula que traz adherente
um pouco da cultura ; séca-se e celore-se esta, exXaminando-a
depois ao microscopio, onde se colherd dados ¢ue afastem
qualquer duavida.

Tratando-se de colonias liquefacientes procede-se de
modo diverso: toma-se uma gotta em uma lamina espeecial
—uma lumina cavada— ; tendo uma depressio no centro e
examina-se como uma preparacio ordinaria.

Depois de muitas passagens, mesmo quando todas ag
precaucdes tém sido tomadas, ficam ainda algumas colonias
extranhas 4 cultura. Recorre se entio 4 repicagem, que
consiste em collier com a ponta de uma agulha de platina
uma parcella minima de uma colonia pura, que semea-se
em caldo ou em um meio solido. Ksta delicadissima ope-
racio da repicagem s6 pode ser feita levando-se a cultura
ao-microscopio e exige uma grande habilidade p;u'a. ferir-se
precisamente com a ponta da agulhao ponto extremamente
minasculo, de onde se quer retirar uma parcella. Inutil é
accrescentar (ue a repicagem  pode ser feita n’esta nova
cultura e em outres posteriores, se d’isso houver neces-
sidade.

A gelatina nfo é a unica substancia empregada para
acultura em placas, e até mesmo tem seus inconvenientes
porque liquefaz-se pelo calor e pelos microbios.

A combinagio, j4 nossa conhecida. da gelatina com o
agar fornece um bom terreno de cultura para diffundir-se
pelas placas. Procede-se como se tratasse da gelatina
pura, tendo, porem, o cuidado de levar as placas 4 estufa
afim de que a gelose adhira ao vidro.

As placas tambem podem ser semeadas pelo processo
das estrias: as primeiras estrins sio naturalinente mais
arregadas do que as subsequentes.

Ha algumas vezes utilidade em contar o numero de
colonias de uma placa ou de uma boceta de Petri. O meio
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mais simples de o congeguir ¢ collocar a placa sobre um
fundo negro. ¢ por eima da placa um vidro, cuja super-
ficie foi riscada por tracos parallelos cortando-se em an-
culos rectos, de modo a formar centimetros ou mellimetros
quadrados.  Contam-se sucessivamente as colonias de cada
pequeno quadrado, o que remove muita causa de erro e
facilita o operacao de somma total.

Cultura dos Anaerobios

Todos esses processos de cultura que temos estudado
até aqui referem-se aos microbios aerobios, dquelles que
vivem 4 custa do ar.

A cultura dos microbios anaerobios offerece maiores
difficuldades do que os primeiros e exige apparelhos espe-
ciaes mais complicados.

Querendo-se fazer a cultura em caldo, langa se mao do
apparelho de vidro conhecido por tubo de Pasteur, simples
ou duplo, onde é o liquido introduzido ; pela abertura la-
teral semea-se o tubo, fechando se-a em seguida 4 lampada.
Pela abertura superiov faz-se o vasio no tubo, por meio de
uma trompa d’agua, ou com o auxilio da machina pneuma-
ticade mercurio, de Alvergniat. A extremidade superior
do tubo ¢ por sua vez fechada & lampada no vasio.

Por este processo fica sempre uma certa quantidade
de ar que é preciso retirar, o que se consegue fazendo pas-
sar pelo tuho uma corrente de nm gaz inerte, (acido car-
bonico, ou hydrogenio,) que occupa o lagar do pequena
quantidade de ar que tinha fiecado.  Este ultimo processo
pertence ac Do Roux e ¢ applicavel & gelatina em tubos
que operador liquefaz durante a manobra, de modo a poder
o arser mais facilmente expellido.

Tratando se de culturas em gelatina, feitas com o fim
de separar os microbios, o Dr. Roux serve-se de um tubo
munido de duas tubuladnras, no qual derrama-se um pouco
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de gelatina, que esterilisa-se e seméa-se em seguida, fazen-
do-se finalmente o vasio pela trompa e pela passagem dos
gazes inertes ; fecha-se o tubo 4 lampada e deita-se-o hori-
sontalmente, formando a gelatina nma especic de gotteira,
onde os microbios se desenvolvem.

Para cultivar-se os anaerobios em batata, toma-se um
tubo de Roux para a cultura sobre batata ao ar e solda-se
4 baixo do estrangulamento um outro tubo lateral fechado
por meio deuma buchadealgodo ; esterilisa-seeseméa-se;
fecha-se 4 lampada a parte superior do t.ubo, emquanto
que faz-se o vasio pela abertura lateral, que por sua vez
serd fechada 4 lampada.

O Dr. Roux ensina que em logar de fazer-se o vasio,
pode se, depois de afilar a parte superior do tabo, fazer
passar uma corrente de gaz privado de oxygenio e fechar
em seguida as duas extremidades.

Buchuer serve-se de outro processo para a cultura dog
anaerobios : colloca o tubo de cultura j4 semeado em
um outro tubo hermeticamente fechado, contendo um
gramma de acido pyrogallico secco e dez centimelros cubicos
de uma solu¢do de potassa & razdo de 1: 10 ; o oxygenio
é cntdo absorvido pela solucdio alcalina.  Alguns experi-
m entadores opnjectam, porem, que por este processo sé con-
eguiram a cultura de especies indifferentes ou facultati-

vamente anaerobias e nunca de anaerobios exclusivos.

Kitasato junta aos meios de cultura substancias avidas
de oxygenio taes como o sulfoindigoato de sola, a resor-.
cina, o formiuto desodio e o pyrogallato de potassa. Libo-
rius juntad gelose wm por mil de sulfoindigoato de soda e
dous por cento de glycose, sendo os tubos cheios até os dous |
ergos de sua capacidade, com esta mistura.

Tem-se conseguido tambem cultivar os anaerobios,
utilisando-se a avidez que teem certas especies para o
oxygenio ; como exemplo ahi estdo os caldos, em cuja su-
perficie tenha-se formado um véo devido ao desenvolvi-
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mento do hacillus subtilis : na profundeza d’esse liquido os
anaerobios cultivam-se bem.

Nos meios solidos dd-se ignalmente o mesmo facto: os
acrobios semeados na superficie absorvem todo oxygenio,
de modo que o meio torna-se proprio para a cnltura dos
anaerobios.






EXAME E COLORAGAO DOS MICROBIOS

SUMMARIO - Preparacoes extemporaneas
frescas.— Laminas e gottas suspensas.—
Puz. sangue e polpa dos orgiocs.—Prepa-
racOes definitivas: fixacdo ¢ coloracio ;
fixacdo em culturas puras: calor, alccol:
alcool e ether.—Liquidos pathologicos —
Fixadores histologicos.—Orgaos destina-
dos a fornecer cértes.— Technica das in-
clusdes. — Colorac¢do dos microbios em
cultura.—Materias corantes.— Microbios
gque tomam o gram.— Coloracio dos teci-
dos. -— Dupla e triplice coloracio. — Mi-
crobios que ndo tomam o gram. — Diffe-
rencia¢ilo por coloracio simples, — Me-
thodo de Nicolle. —— Theonina. -—— Colora-
¢ilo dos cilios vibrateis, esporos e capsulas

O estudo dos microbios ao microscopio completa o
exame a olho ni ou o exame macroscopico das culturas.

Ha duas maneiras de fazer-se a preparacio : fazel-a ex-
temporanea e n’esse estado examinal-a, ou fazel-a fixa, defi-

nitiva.
A technica da preparacao extemporanea ¢ muito sim-

sles ; com uma pipetta toma-se uma pequena gotta de umng
1 pip peq 5
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cultura qualquer ; essa gotta é collocada em uma lamina
bem limpa e depois é coberta por uma laminula nas
mesmas condi¢gdes. Em seguida leva-se a preparacio ao
microscopio, onde serd examinada com um forte augmento,
a séceo, ou com o auxilio da immerséo ; e como 0s micro-
bios tém um indice de refraccfio muito fraco, indispensa-
vel é fazer-se uso da illuminacio A4bbé e n’este caso dia-
phragma-se fortemente. Assim pode-se distinguir as formas,
08 caracteres especiaes, mobilidade, pontos brilhantes, etc,
dos microbios. .

Em alguns casos a laminula pode embarag¢ar ¢ movi-
mento de que sdo dotados certos micro-organismos; exeni-
plo : —ovibrido do cholera que tem uin movimento compa-
ravel ao de um enxame de mosquitos ao redor de uma lam-
pada accesa ; para bem apreciar-se este movimento faz se a
preparac¢io em uma laminaespecial e de que ja fallamos em
outra parte, lamina que tem no centro uma escavac¢do oun
depressdo, onde se depde a gotta de cultura, que adhere
4 parte central dalaminula, ficando em suspencio.

E’ de boa pratica e de grande utilidade examinar-se
unmia preparac¢do no estado fresco; foi assim que Koch
descobrio os esporos do carbunculo e Laveran o microzoario
da febre palustre ; mas as preparacdes extemporaneasal-
teram-se depressa e os microbios perdem as suas formas; e
entretanto ha necessidade de conserval-as. Para isso ha
varios meios e tratando-se de uma cultura exclusivamente
de microbios, sem mistura de outros elementos, a cousa é
simples.

--Toma-se uma gotta da cultura, colloca-se em uma la-
mina e passa-se rapidamente, durante alguns segundos,
sobre uma chamma,com o fim de seccara preparacio. ¥ o
methodo de Koch para a fixa¢io, pela coagulaciio das mate-
rias albuminoides, dos microbios, que conservam as suas
formas ; mas este processo é imperfeito para a fixacio dos
element os mais grossos. O alcool puro, ou este corpo mis-
turado ao ether, coagulando tambem as materias albumi-



noides ¢ deshydratando os elementos, podem servir de fi-
xadores,

Sc. porem, os microbios estdo contidos no puz, no
sangue, de mistura com outros corpos. procede-se assim : re-
colhe-se a gottado liguido sobre uma lamina bem limpa, sec-
a e aquecida a 35 grdos.  Depois arrusta-se a laminula
sobre a gotta deposta, de maneira a tirar o excesso de li-
quido, ao mesmo tempo que o manipulador vai soprando
sobre a prepara¢do para activar a evapora¢io e seccar de-
pressa : ¢ o methodo da fixacho rapida.

Querendo-se observar as relacoes dos microbios ¢om
os tecidos ¢ necessario recorrer-se aos cortes histologicos.

Em primeivo logar tem-se de fixar os fragmentos 4
examinar por meio de reactivos diversos. O acido
osmico em vapores, ou em solucio aquosa, preenche bem
este fim, porque forma com o protoplasma das cellulas
compostos mineraes inalteraveis, saes que uma vez fixa-
dos nao mais se modificam. O acido chromico & 1 ou2 %
o acido picrico, o bichromato de potassa, este mesmo sal
unido ao sulfato de soda (licor de Muller), o sulfato de
cobre, o chlorureto de ouro, o de platina, o sal duplo d’esses
dous metaes, prestam-se igualmente a fixar as formas dos
elementos histologicos, ¢ tém sido empregados nos labora-
torios.

O corpo mais empregado actualmente é o bichlorureto
de mercurio em solucdio aquosa saturadz, cujo poder ainda
augmenta mais coma addi¢do de cinco por cento de acido
acetico. I assim que se opera : deixa-se o fragmento
do tecido em contacto com esta solucdo durante um tempo
(ue varia com a espessura do corte ; assim, por exemplo,
para am corte de um millimetro de lado —uma hora ; duas
horas para dous millimetros e assim por diante até dez ho-
ras para um centimetro cubico.

Ao sahir do endurecinento pelo alcool ou pela solucio
de sublimado, tem-se de dnchiir a prepara¢do para que se
possa fazer cortes histologicos bastante delgados e em
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condicdes de serem observados ao microscopio. Diversos sio
tambem os processos de inclusio e muitas substancias pres-
tam-se a isso : gomma, collodio, colleidina e varios outros.
O melhor e correntemente empregado no «Instituto
Pasteur», especialmente mno laboratoric do Dr. Roux, é o
da parafina. Consiste elle em retirar do sublimado o
fra.gmento e laval-o, acto continuo, em agua commun,
depois d’essa lavagem em agua € a preparacio lavada suc-
cessivamente em alcool a 60, a 80, a 90 ¢ a 100 grdos ; em
seguida € o fragmento mergulhado em xylol, depois em
um banho composto de partes iguaes de parafina e xylol,
sendo por ultimo collocado em uma estufa a 50 gréos.

O fragmento se imbeberd da substancia de inclusio e
serd mettido em um molde onde se solidificard pelo resfria-
mento, tornando-se um bloco homogeneo que vai se pres-
tar a ser dividido peio microtomo automatico em tenuissi-
mas fatias proprias para o exame miecroscopico.

Esta technica tem por objectivo o seguinte : achar pri-
ramente uma substancia capaz de deshydratar os te-
cidos de modo a permittir a penétragio da parafina. A
substancia que primeiro completa aquella operacio é o
alcool, que misturando-se com a agua, ou antes rouban-
do-a, deshydrata o fragmento ; este mesmo alcool unindo-
se ao xylol permitte a penetracio d’este corpo por toda a
parte; o alcool é pois nm intermediario precioso, do qual
nio sedeve entretanto abusar para que os elementos anato-
micos ndo sejam deformados.

Saindo do microtomo, os cortes tém o aspecto de fitas
franzidas ou pregueadas ; obtem-se que ellas fiquem lisas
e estiradas recebendo os cortes em um banho d’agua mor-
na. Para passar-se nm pedago das fitas para uma lamina,
bota-se sobre esta uma gotta de albumina glycerinada bem
espalhada ; em seguida apanha-se um pedago do cérte to-
cando-o com um papelinho de seda, ao qual adhere a par-
cella a examinar ; esta é entdo decalcada sobre a lami-



na, ficando a substancia ahi fixada, a0 passo que o papel
descolla-se facilmente.

Para que a adherencia do corte seja completa é pre-
Cisoaquecer o lamina a 70 grdos : como  ha sempre um
resto de parafina & retirar da  preparacio- faz-se em sen-
tido inverso a serie de manipulacoes que descrevemos ainda
ha pouco : isto é: trata-se o corte pelo xylol, que retira a
parafina ; o xylol, por sna vez: ¢ retirado pelo alcool a
differentes grdos. emquanto que este ultimo corpo é expel-
lido pelaaguasimples.  Feito isto, estdo os elementos his-
tologicos fixados ¢ no estado natural.

Como differenciar agora os microbios de modo a néo
poder haver confusido entres elles e os clementos anatomi-
cos, em cujo seio se acham ?

—~Colorindo-se a preparacao. Depois de bem fixadas
na lamina pelo calor, se s6 ha microbios, sabendo-se que
estes organismos sdo constituidos por uma substancia nu-
clear, lan¢a-se mio dos reactivos corantes dos nucleos, como
o carmin, a hematoxilina, a hematina, ete ; ainda assim
estes ndo satisfazem cabalmente e por isso recorre-se 4s
cores da anilina.

Iistas substancias corantes sao divididas em duas clas-
ses @ ocores acidas e cores basicas.  As cores basieas sdo co-
antes dos nucleos, e portanto dos mierobios. Qualquer
d'ellas pode ser empregada em uma solucio alcooliea &
saturacio, que fica sendo a tintura midi.  Dilue-se 1/20, ou
1/30 da solug¢dio em agua esterilisada e para que a colora-
¢do seja mais viva reforca-se a tinta com uma soiucio de
amimoniaco on de potassa & 1 para 10,000. Infelizmente,
mesmo (quando empregadas em solucdo muito diluida, essas
bases alteram as materias organicas e por isso ha toda a
vantagem em usar-se da anilina s6.

Misturando-se oleo de anilina com agua e agitando-se
[ortemente a mistura, obtem-se uma agua anilinada na
qual as solugdes saturadas aleoolicas diluem-se nas propor-
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¢bes: ordinarias ;¢ este o processo de Brlich, no qual em-
prega-se a Vloleta de genciana. '

A agua phenicada de 1 ab %, em que dilue se a-:
lucdo alcoolica mii, ainda é mais energica ; obtém-se por
este meio a fuchsina, ou violeta de genciana phenicada.

As preparacdes sio immergidas durante uns cinco mi-
nutos n’essas solugdes corantes, e depois sio lavadas em
agua pura e por fim montadas pelos processos conhecidos
em technica microscopica.

Gram aperfeicoou aquelles processos de colora¢do.
Depois de mergulhar as preparacdes em uma soluciio’ de
anilina- elle trata-as poruma solucio iodada assim com-
posta :

Todo sublimado ..... ........... 1 parte
Todureto de pobassium .......... 2 partes
Agua.. R —— . 100 partes.

Em soomda a este banho s30 as preparacOes mergu-
Ihadas por alguns instantes no aleool, com o fim de obter-
se uma ligeira descolorac¢io.

Certos microbios conservam a materia corante, outros,
pelo contrario, a perdem n’esta solucéio ; d’ahi veio a ideia
de dividir os microbios em duas grandes classes : microbios
que tomam o gram e microbios que nao o tomam.

Quando tem-se de fazer pesquizas no sangue, deve-se
ter bem presente ao espirito que é indispensavel colorir
os microbios e os globulos sanguineos.

Para os globulos temos as cores acidas da anilina, que
sa0 corantes do protoplasma e dos elementos anatomicos.

A éosina é a cor geralmente preferida para este fim ;
uma vez tingidos os globulos, é necessario colorir os miero-
bios, escolhendo-se entdo a solugdo corante, conforme a
propriedade que tem o germen de tomar, ou nio, o gram.

Se é, por exemplo, o bacillo do carbunculo que dese-
jamos por em evidencia no sangue de um animal earbun-.
culoso, procede-se assim : estende-se, secca-se e fixa-se um
pouco do sangue sobre a lamina pelos processos deseriptos
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mais atraz; trata-se em seguida a preparagiio pelo «violéta
de genciana» durante cerca de uns cinco minutos ; lava-se
em agua commun ; mergulha-se depois a preparac¢io na
solu¢do iodo-iodurada de Gram, durante um ou dous mi-
nutos, até que a lamina tome uma cor bem carregada. Des-
cora-se em seguida no alcool absoluto, tio completamente
quanto possivel ; lava-se em agua e por fim immerge-se
durante uns dous minutos na solu¢io aquosa de éosina.
Ao exame microscopico os bacillos se mostrario coloridos
de violéta, os globulos sanguineos descorados e o fundo da
preparag¢io apresentara a coloracio rosea da éosina.

Procuremos agora demonstrar a existencia de staphy-
lococcus no puz. Antes de tudo lembremo-nos de que os
leucocytas teem um nucleo e um protoplasma : para os
nucleos usaremos do carmin, ou do picro-carmin ; para o
protoplasma escolheremos uma cor acida —a éosina — por
exemplo. Trata-se em seguida a prepara¢ao pelo methodo
de Gram e se houver microbio este apparecera colorido de
violéta; do contrario s6 serdio vistos os elementos do puz
em um fundo roseo-carmizin.

E’ este um processo de coloracio muito commodo, e
com a modificacdo introduzida depois por Weigert ainda
tornou-se melhor: em lugar do alcool, usa-se hoje do oleo
de anilina, como descorante.

Nicolle emprega a acetona dissolvida na propor¢ao de
1/6 em alcool, dissoluc¢do ue constitue um descorante
muito rapido.

Os microbios que nao tomam o gram sio um pouco
mais difflceis de por-se em evidencia nas preparagdes. O
processo a empregar n’este caso é o seguinte : immerge-se
a lamina em anilina phenicada, de modo a coloril-a ener-
gicamente e descora-se em seguida pelo alcool. Por este
processo o bacillo conservard melhor a materia corante ;
entretanto a operaciio é delicada e deve ser acompanhada
a0 microscopio, afim de que se possa julgar bem do grio
de coloragdo.

10
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Ha alguns processos exclusivos de certos microbios
que serdo indicados em outra parte, quando tratar-se do
estudo especial de cada um d’aquelles germens.

Nicolle notou que o tannino, alids ja desde muito
‘tempo. empregado na tinturaria, fixava muito bem as cores
azues, as (uaes, combinadas com aquelle corpo, ficam inso-
luveis nos diversos reactivos; e baseando-se n’este facto
Nicolle simplificou a technica da coloracio com o seu me-
thodo pelo azul de methylene, acido phenico, ete. Os te- -
cidos tomam porém a mesma cOr dos outros elementos de
‘modo que é difficil, sendo impossivel, distinguir-se os mi-
crobios da preparaciio. 3

A thionina é uma cOr visinha do azul de methylene.
Em solugiio phenicada ella d4 matizes differentes, segundo
a reaccdo dos tecidos ou dos corpos sobre os quaes actiia :
¢ assim que os nucleos sdo coloridos de azul carregado, os
protoplasmas de azul desmaiado e os globulos sanguineos
de verde. A introducgdo da thionina na pratica bacterio-
logica marca um dos maiores progressos na techinica da co-
lorago, especialmente para os microbios que ndo tomam o
gram. As preparacdes sio deshydratadas pelo alcool, cujo
‘contacto com os tecidos pode, sem inconveniente ser pro-
longado, por isso que ndo ha risco de destruir a materia
corante, que fixa-se bem sobre os elementos de sua escolha.,
O microbio do mormo atéentdo rebelde aosoutros processos
de coloragdo, tinge-se bem pela thionina, que é, repetimos,
uma substancia que presta excellentes servigos em microbia.

Ha ainda o methodo de Ehrlich, que consiste em deixar-
se a preparagdo mergulhada em uma solugdo anilinada, a
‘frio durante 24 horas, oua quente pelo espaco de 6 horas
-apenas. Como descorante Ehrlich serve-se do acido azo-
tico a 1/3 ou 1/4, solugdo que no ataca a coloracio do ba
cillo, mas descéra os tecidos. O acido sulfurico tambem
produz o mesmo effeito ; mas ambos os acidos tém o defeito
de alterar os tecidos, descorando-os bruscamente.

Kuahne faz uso de uma edr phenicada. Tratando-se a



preparagdo por um soluto de anilina a 2 %, e um pouco de
acido chlorhydrico, esta solu¢io pode ficar muito tempo em
contacto (mesmo a quente) com a preparacio sem alteral-a.

Em resumo : uma escolha judiciosa dos processos de
coloracao s6 pode ser feita por quem tiver um longo habito
de manipulal-os e experimental-os na technica microbiana,
para bem poder comparar as suas vantagens e desvanta-
gens.

Se a coloracdo do corpo das bacterias é relativamente
facil, enorme é a difficuldade quando trata-se de por em
evidencia os cilios vibrateis, os esporos e as capsulas de
taes micro-organismos; e como os processos ordinarios de
coloracdo ndo servem para o caso, ha necessidade de recor-
rer a algum artificio.

Cohn foi o primeiro que tentou colorir os cilios vibra-
teis das grandes bacterias ; n’este proposito elle mantinha
0s germens em uma solu¢ao concentrada de pido campeche ;
mas Cohn s6 obteve resultados mediocres, porque a colo-
ra¢do era muito desmaiada.

Kohe aperfeicoou o processo, empregando o bichro-
mato de potassa, no qual deixava mergulhadas as suas
preparacles durante 24 horas; ainda assim os resultados
nio eram completamente satisfactorios, porque certos mi-
crobios interessantes como o bacillus subtilis, o vibrido do
cholera e o bacillo de Eberth nao mostram os seus cilios por
este processo.

Foi entdo que Nenhaus, tendo em mente o processo
tdo empregado na industria pelos tintureiros, que para
fixarem as cOres usam de certas substancias, ditas mor-
dentes, introduzio esse processo na technica da coloracio
dos cilios.

Sabia-se, de facto, que os fios de origem animal, como
a lan e a seda, tomam bem as cores ; outros, porem, os de
origem vegetal, como o linho e o algodfo diificilmente con-
servam as tintas. E para facilitar a fixac¢do das cores
sobre tecidos d'esta ultima especie, procura-se sensibilisar
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a fibra, pondo-a em contacto com um composto metallico,
que fixando-se sobre ella, comportar-se-4 mais tarde do
mesmo modo em presenca da materia corante. E’ a esta
substancia fixadora que chama-se mordente. Os saes de
ferro, de estanho, de chromo, de anilina e muitos outros
prestam-se bem ao papel de mordentes.

Nenhaus servio-se da tinta de escrever que, como
sabe-se, 6 um tannato de ferro ; com este corpo elle obteve
bom resultado.

Loffler, considerando que as tintas teem uma compo-
sico variavel, propoz um liquido assim composto :

Tannino a 20/80.............cvuee. e 10 volumes.
Solucdo saturada de sulfato de ferro
afrio......coooeeni e e 5 volumes.
Soluclio alcoolica saturada de fu-
chsina...... ..... S mvem e e o o ok S— 1 volume.

Apezar de bom, este liquido ndo se presta a colorir
os flagella ou cilios de certos microbios.

Um simples acaso mostrou a Loffler que ha micro-or-
ganismos colorindo-se uns em uma solucfio acida, ao passo
que outros exigem um liquido basico. Loffler, por inad-
vertencia, tendo deixado aberto o frasco contendo a sua so-
lugdo, notou que esta carregou-se dos vapores ammonicaes,
que existem sempre de mistura com o ar na atmosphera dos
laboratorios. E ficou verificado que para os bacillos
Sfluorescente, pyo-cyanico e outros deve-se juntar um acido ao
liquido ; em quanto que para o B. Coli e o typhico é um
alcali a substancia que se deve incorporar. Loffler toma
um pouco de cultura, dissolve-a em agua, sécca e faz entdo
agir o mordente, antes de mergulhar a preparacio no azul
de methylene : apezar de tudo a colora¢do ndo fica bem
accentuada.

Nicollee Morax preconisam o seguinte processo : dissol-
vem-se em um pouco d'agua os microbios de uma cultura
em estado de pureza ; toma-se em uma pipetta uma gotta
d’aquella solu¢fio; estende-se esta gotta sobre umalaminula
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bem limpa que deixa-se seccar ao ar livre. Em logar de
deixar o mordentc em contacto com a laminula durante
cinco minutos, o que favorece o apparecimento de um véo
que mascara a preparacio (e toda a habilidade é pouca
para evitar este véo), elles guardam intervallos na applica-
¢d0 do liquido fixador. Assim, deitam uma gotta do mor-
dente sobre a preparacio, que é aquecida a uma chamma,
até o ponto em que se desprendem os primeiros vapores ;
depois lavam-na e recomecam a operacdo duas, tres, qua-
tro vezes, applicando o liquido mordente pelo modo que
fica dito. Depois de uma lavagem cuidadosa, terminam
as manipulacdes por uma coloracdo, tambem fraccionada,
pelo violéta de genciana phenicado.

O Dr. Borrel, preparador do laboratorio do professor
Roux, substitue para maior commodidade a laminula pela
lamina, o que facilita muito maisas opera¢des, ndo havendo
o risco de poluir-se a preparacao.

Alguns empregam o liquido de Ziehl, usando do pro-
cesso acima descripto.

Bunge emprega o perchlorureto de ferroa 1/20 e o tan-
nino nas mesmas proporc¢oes em que Loeffler usa.

Van Ermeyen emprega um processo photographico
muito delicado, mais que dd excellentes resultados. Depois
de ter feito a dilui¢do e de ter espalhado uma gotta sobre
uma lamina bem limpa e sécca, elle fixa o microbio por meio
do tannato de osmium, deixando este compostoem contacto
com a preparacdao durante meia hora, ou somente 10 mi-
nutos a 70° ou 80 grdos. Lava em seguida a preparacio
com agua distillada e mergulha-a em uma solu¢do sensibi-
lisadora de nitrato de prata a 0,50 9, ou mesmo a 1 %;
depois, sem lavar a preparacdce, elle immerge-a em um
banho reductor. Se a coloracio é insufficiente elle re-
corre de novo ao nitrato de prata e ao banho reductor;
depois lava, secca e monta a preparacio. O methodo é bom
e os resultados seguros, mas exige um rigoroso asseio nas
manipulagdes, do contrario nada se consegue de nitido.



A composicio dos liquidos usados por Van Ermeyen
é a seguinte : ‘

Acido osmico a2 %...... 1 parte.

Fixador..... .
Tannino 4 20/80 .... ...... 2 partes

Sensibilisador—Nitrato de prata a... 0,56 %

Acido gallico ...... - 5 grammas.
Tannino...e..ccevveeennennn. 8 »
BLaohor - 1y ootabo @0 sl andide 1)

Agua. ... ..... veeennes 350 »

Os esporos, que sdo envolvidos por uma membrana muito
resistente, tomamn difficilmente as cores ; mas estas uma vez
fixadas difficilmente desbotam. Para colorir os esporos ha
o methodo de Neisser, que n#io vale a pena descrever,
porque hoje s6 se emprega o de Miiller, que lThe é muito su-
perior. Este ultimo consiste em fixar a preparacéio pelo
alcool absoluto, prolongando o contacto por cinco minutos.
Sem laval-a faz-se actuar o mordente, que aqui é uma solu-
¢do de acido chromico a 5 ¢,, tambem durante einco minu-
tos. Depois d’isso é a preparacio bem lavada e immer-
gida no ziehl durante um quarto de hora. A descoloracio
faz-se pelo acido sulfurico a 3 %, pelo acido nitrico, ou
pelo oleo de anilina. Nova lavagem e termina-se colorindo
pelo azul de methylene, afim de que appareca a differen-.
ciacgdo. ‘

Buchner propde que se aquega a lamina a 120 grdos,
porque o calor modifica o involucro do esporo, que assim
toma melhor a tinta; mas em compensac¢io as formas se
alteram, e na verdade isso é um grande inconveniente. .

Para as capsulas, como as do preumococco Talamon-
Fraenckel e do prneumobacillo de Friedlander, bastam 4s vezes
os methodos de coloragdo ordinaria. Friedlander empre-
gava uma solu¢do de acido acetico, depois expunha a sua
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preparacio a uma corrente de ar e uma vez sécca, elle a

coloria sem lavar.
Ribbert usa da seguinte mistura :

Agua. ..o 100 grammas
AIE00] B P s sns mi s b sma 50 »
Acido acetico................. 12 »

Aquece -se e junta-se o dhalia até 4 saturacio.

Como complemento deste capitulo sobre a colorac¢ho
dos mierobios e seus orgaos locomotores damos a lista das
cores ¢ as formulas mais usadas nos laboratorios de bacte-
riologia.

Fuchsina.
Vermelhas < Rubina.
Vermelho diamante

Violeta de genciana.
Violeta de methyla.
Violetas... (1 B, 5 B, 6 B)
) (Krystall-violeta.
Cores L{)asicas\ Violeta-dhalia.
Azul de methylene.
Azul Victoria.

Verde......--Verde de methyla.

: Vesuvina.
| Pardo de Bismarck.

CoOres da anilina

Acido picrico.
Tropcaeolina.

Fluoresceina.
Safranina.

Cores acidaS......ccoovvivvieeeennnnn
B (


file:///Violeta
file:///Safranina
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FORMULAS :

AZUL DE LOFFLER

Potassa a 1/10,000........cc00venveennns dec.c
Sol. alcoolica de azul de methylene. 1ec.ec
LICOR DE ZIEHL
PoehBIinR . s sssnassmnssns e 1 gramma.
Alcool absoluto................... 10 grammas.
Agua phenicada a 5% .......... 100 grammas
LICOR DE GRAM
Agua de anilina........cooiiiiniiiiinnnn . 10 c. c.
Alcool absoluto....ceeveieriiieniieinienanannn. lec
Sol. alcool. sat. de violeta de genciana.. 1 e¢. c.
LICOR DE EHRLICH
(&)

Agua anilinada.......ocovvieiiiiiiiiiiiii e, 9c. c
Alcool absoluto......coocevvviiviiiniiininsveennnn, 1 g &
Sol. alcool. de fuchsina.........cccvvvrinnnnnnn. le. c.
(B)

Agua de anilina.. 9e. c
Alcool absoluto.. o e wn B Ba B
Sol. alcool. sat. de v1oleta de gencmna.... le. c.

—
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AZUL DE ROUX

(A)
Violeta de dhalia.............. 1 gramma
Alcool a 90°..... coevevnnnennn 10 grammas
Agua distillada-............... 90 grammas
(B)

Verde de methyla............. 1 gramma
Alcool a 90°.........eeveveeen.. 10 grammas
Agua distillada............... 90 grammas

O azul obtem-se pela mistura de um terco da solu¢iio A com dous
tergos da soluciio B.

PICRO-CARMIN

(Orth)
Agua sat. de acido picrico................ 1 volume
Solu¢io de carmin de Orth..:............ 1 »






INOCULAGOES EXPERIMENTAES

SUMMARIO — Preparaciio das materias a ino-
cular. — Seringas. — Os animaes : maneira
de contel-os.—Escolha da regiio a inocular.
—Utilidade de ensaios em varias especies.—
Quantidade de virus a injectar. — Asso-
ciacio de diversos virus.— Graiolas para os
animaes inoculados. — Limpeza e conser-
vacio dos instrumentos.

Para estudar-se convenicntemente. as molestias infec-
ciosas é preciso fazer-se inoculagbes nos animaes.

Estas inoculag¢des sio verdadeiras culturas microbia-
nas e o animal torna-se precisamente um meio de cultura ;
pelo que é claro, que ellas devem ser feitas nas mesmas
condi¢des de rigorosa pureza que sobre os meios ordinarios,
solidos ou liquidos. E nos animaes revestem as culturas
um caracter de maior relevancia, visto como trata-se de
observar os symptomas de um determinado microbio.

A technica a seguir ndo é complicada : supponhamos
o virus a inocular-se proveniente de uma cultura liquida.
Por meio de uma pipetta previamente passada pela chamma
de um bico de gaz ou de uma lampada de alcool, recolhe-se
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um pouco da cultura e deposita-se em um calix previa-
mente esterilisado.

Feito isto e antes de qualquer inoculagdo ou injeccao
no animal, é de rigorosa necessidade que o experimen-
tador adquira a certeza de que a sua cultura é realmente
pura e para isso elle a examina ao microscopio de modo
completo e consciencioso.

Aqui cabe lembrar outra precauciio que nunca deve ser
despresada :—é a de esterilisar-se a pipetta immediatamente
depois de servir-se d’ella, fechando-a 4 lampada paraevitar
a projeccido de qualquer gotta do liquido virulento sobre a
meza de trabalho, o que poderia produzir casos terriveis de
contagio. Depois deve-se collocar a pipetta em vaso apro-
priado para ser mais tarde esterilisado com o seu contendo,
pelos processos ja descriptos. N#&o é demais insistir-se so-
bre a grande importauncia d’estas precaugdes contra a pos-
sibilidade de um contagio accidental.

O calix contendo o nosso virus deverd ser immediata-
mente coberto com um pedaco de papel buvard, o que evi-
tard a queda de poeiras atmosphericas sobre o liquido.
Quando se tiver de carregar a seringa de injec¢io ndo se
deve levantar o papel : basta atravessal-o com a agulha
e aspirar o liquido.

Em seguida, estando o animal bem contido, lava-se a
regido em que se tem de operar com um liguido antiseptico
e enxuga-se com papel de seda esterilisado e nunca com
esponjas.

Se trata-se de uma simples injec¢io hypodermica nada
mais tem-se a fazer do que pratical-a como qualquer injec-
¢30 sub-cutanea ordinaria. Se é uma injec¢io intra-ve-
nosa pde-se a veia saliente pela compressiio e introduz-se
a agulha.

O operador terd sempre a seu lado grande provisio de
pedacinhos de papel de seda esterilisado que substituird a
esponja em todas as occasides em que d’ella houver ne-
cessidade,
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Si se tiver de fazer alguma sotura e o fio for o cat-gut,
serd este esterilisado por um processo especial :—expde-se o
fio aos vapores de alcool e guarda-se-o em tubos fechados,
contendo caldo esterilisado ; porque se qualquer germen
existir por acasono fio, on no intestino que servio para pre-
paral-o, pode proliferar no caldo, e entio no aspecto turvo
d’este tem-se um criterio seguro para julgar-se, pela sim-
ples inspec¢do, das mds condi¢des do fio, que deve ser
n’este caso rejeitado.

Se a cultura é solida toma-se uma espatula de pla-
tina (sempre previamente esterilisada) e com ella reco-
lhe-se uma pequena parcella da cultura, que dilue-se em
agua ou caldo esterilisado, esmagando-a de encontro s
paredes do calix.

Quandoo virus deve ser recolhido de um animal morto,
corta-se o pello d’este, queima-se a pelle da regiao em que
se tem de operar com um ferro em braza e introduz-se a
pipetta exploradora. As mesmas precaucgdes sio indis-
pensaveis quando se quer recolher o sangue de uma viscera
qualquer : depois de autopsiado o animal é preciso sempre
esterilisar, pela queimadura, a superficie doorgao por onde
a pipetta tem de penetrar.

O instrumento usado geralmente para as inoculagdes
é o seringa de Pravaz, de dimensdes variaveis ; mas foi
preciso introduzir-lhe uma modificacdio na materia que
reveste o piston, sendo o couro proscripto, porque nao se
presta a uma desinfec¢do seria, sem estragar-se.

Actualmente ha excellentes scringas correspondendo
perfeitamente 4 rigorosa asepsia que exige a technica ba-
cteriologica : entre outras basta-nos citar a seringa de
Straus- Colin, cujo embolo & constituido pela substancia
medular do sabugueiro (moelle de surean) ; esta substancia
resiste, sem se alterar, 4 desinfec¢do no autoclave. O Dr.
Roux propoz a agulhade platina iridiada, que ndo oxyda-se.

Os animaes destinados 4s experiencias devem ser con-
tidos, seja por um ajudante, seja por meio de apparelhos
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especiaes. Ha uma infinidade de apparelhos para este
fim ; uns mais simples, outros mais complicados, alguns
cheios de dispositivos mais aparatosos do que uteis, ao
passo que os ha tambem de grande simplicidade e muito
praticos ; 1w’ este numero in‘eluii'emos as pingas para conter os
coelhos, cobayos e ratos, que subjugando completamente
esses pequenos animaes, evitam que elles mordam o experi-
mentador, que pode entfio trabalhar muito commodamente
e em qualquer posicio, com todaa calmae seguranga. Ape-
zar de tudo, diz o professor Roux, um dos melhores appa-
relhos contentivos ainda é um bom servente de laboratorio.

Ha toda a vantagem em experimentar sobre um grande.
numero de especies animaes. Certos microbios que nio
agem sobre algnmas especies, cultivam-se pelo contrario
muito bem em outras; porque cada especie reage ao seu
modo sobre os diversos virus. ’

Portanto quem introduzir na technica bacteriologica
um animal novo deve ter o reconhecimento dos experimen-
tadores. Os grandes animaes como o boi, o cavallo, o asno
prestam-se bem as inoculagdes ; mas nas experiencias de
laboratorio, ndo somente pelo seu custo elevado, difficul:
dades de contel-os, carestia da alimentagio, como tambem
pela falta de espago para alojal-os, esses animaes sd0 postos
de lado ; assim como, ainda que em menor escala, 0s carnei:
rose os cdes, que ndo offerecem as facilidades dos coelhos,
cobayos, ratos, camundongos - (souris), pombos, que sio 0s
animaes geralmente preferidos.

A regido a innocular-se varia com o animal e com a
quantidade de liquido que se quer ou se deve injectar.

Tauto quanto possivel deve-se escolher um ponto que
ndo possa ser attingido pelo animal, de modo que este ndo
possa lamber nem arranhar o logar inoculado ; condigdes
difficilmente realisaveis, devido 4 conformagio anatomica
da maior parte dos animaes e 4 facilidade de movimentos
de quesdo elles dotados.

Muitas vezes ¢ util fazer inoculagdes na orelha do
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coelho. Esfregando-se aorelha, on lavando-se-a com agua
quente, as veias d’esta regifio intumescem, bem como as
arterias, deixando se ver por transparencia ; comprime-
se a orelha pelasua base e faz-se a injeecio. Acabada esta
deve-se lavar immediatamente a seringa, porque as mate-
rias albuminoides coagulando-se vao obstruir a agulha.

Nos pequenos animaes, como os ratinhos (camundon-
gos), ¢ preferivel fazer a injec¢do na jugular, que é um
vaso calibroso e portanto mais facil de manejar.

As injecedes podem ser tambem intra-musculares, in-
tra-peritoncanas, intra-craneanas, ete. Suas denominagdes
estao indicando as diversas technicas a seguir-se.

Querendo-se praticar uma injec¢iio tracheal, poe-se a
trachéa a descoberto e faz-se atravessar a sua parede ante-
rior pela agulha da seringa injeetando-se pouca quanti-
dade de liquido e sempre abaixo do larynge, afim de evitar
os reflexos e a suffocacio.

As injeccoes intra-oculares sio de grandes vantagens,
porque pode-se ver e acompanhar o desenvolvimento da
cultura, que faz-se muito bem no humor aguoso ; pode-se
nio somente seguir dia a dia o desenvolvimento da cul-
tura, como até retirar d’ella, de tempos a tempos, peque-
nas por¢des. Mas sempre que se tiver de fazer uma in-
jeecdao d’esta natureza deve-se deixar correr primeiramente
um pouco do liquido da camara anterior para evitar a
tensdo que se daria infallivelmente no olho do animal pelo
augmento de liquido resultante da injeccio.

As injecedes na cauda dos ratos constituem um pro-
cesso commodo, sob varios pontos de vista, sobrelevando
o de poder-se & vontade ir amputando successivamente o
appendice caadal, quando ha n'isso conveniencia.

Querendo-se introduzir o viras na cavidade estomacal
pode-se reunil-o aos alimentos, ou entdo por meio da sonda
esophagiana fezel-o chegar ao estomago. Tratando-se de
pequenos animaes. como por exemplo o cobayo, este pro-
cesso ultimo deve soffrer uma ligeira modificacdo : em vez
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da sonda esophagiana deve-se usar de uma sonda urethral
de gomma elastica n". 6 ou 8, da escala de Charriére. No

acto da introducgiio deve haver todo o cuidado em evitar-se
a trachéa-
A quantidade de virus a iujectar deve merecer todas a

attencdo, verificando-se com cuidado a graduagdo da serin- -
ga. Certos virus tém uma actividade assombrosa : basta
lembrar” que uma cente-millionesima parte de um centimetro
cubico da toxina do tetanos pode causar accidentes graves.
Essa quantidade de virus varia naturalmente com o
tamanho ou peso do animal e conforme os resultados ob-
tidos pelas primeiras inoculagbes. A idade das culturas
e a resistencia individual dos animaes tém tambem sua in-
fluencia ; mas a este respeito nada se pode precisar de
ante mio e nenhuma regra nos é permettido formular.
Um virus inactivo por si mesmo pode, associado a
outro, ficar com as suas propriedadesexaltadas; e pode ainda
ter ac¢lio sobre uma especie animal anteriormente insensi-
vel ao virus, ou mesmo ficar attenuado em seus effeitos.
Sio questdes a estudar-se em cada caso em particular.
Como exemplo podemos citar o carbunculo, a cujo micro-
bio é o coelho refractario ; mas o micro-bacillus prodigiosus,
que por si mesmo é inoxio, injectado ao mesmo tempo que
o bacillo do carbunculo no coelho, produz a molestia n’esse
animal. Ha varias combinag¢des n’esse genero.
Finalmente os animaes devem ser guardados em gaio-
las ou pequenas jaulas e grupados por especies. Certos
compartimentos sé6 deverdo conter animaes inoculados com
0o mesmo virus, principalmente se este é contagioso, como
équasi a regra geral. As gaiolas devem ser metallicas,
de modo a poder-se laval-as largamente e esterilisal-as
pelo fogo. Serdo ainda collocadas de maneira que as
dejecgbes dos animaes de umas ndo caiam sobre as outras.
Quanto aos animaes, é claro que serio mantidos nas
melhores condiges hygienicas, e bem alimentados ; a
menos que, com o intnito experimental, queira-se enfra-



~ 89 —

quecel-os, dando-lhes uma ra¢iio insufficiente e um accres -
cimo de trabalho.

Para conservar-se os instrumentos ao abrigo da ferru-
gem sio elles collocados em uma caixa especial de fundo
duplo, contendo uma soluc¢iio de agua e borax, na razio de
3 %. Os instrumentos estdio sempre mergulhados n’esta
soluciio e 86 sahem d’ahi quando se tem de trabalhar com
elles ; acabado o trabalho voltam os ferros ao seu banho,
que é levado & ebullicho. De tempos a tempos é preciso
renovar a agua que se evapora; porque a quantidade de

/borax permanece sempre a mesma. KEsta pratica é cor-
rente nos varios laboratorios do Instituto Pasteur e os ins-
trumentos conservam-se indefinidamente isentos de fer-

rugem.
Este capitulo poderia ir muito longe se quizessemos

fazer a descrip¢do de apparelhos e processos meticulosos,
porem de utilidade muito contestavel ; sendo verdade que
os mais simples sdo justamente os melhores. O ponto capital
porem, é que tanto os instrumentos como as manipulagdes
assentem em uma asepsia rigorosa ao excesso.

Os cuidados de asseio e a preoccupagio de uma pu-
reza completa dominam toda a technica bacteriologica em
geral e das inoculagdes em particular.

12






MICROBIOS DO AR

SUMMARIO—Poeiras e microbios do ar.—De-
monstragio de sua existencia. — Analyse
do ar contendo germens.—Contagem d’es-
tes.—Maneira de semeal-os.—Inconvenien-
tes dos meios gelatinados.—Experiencias
de Miquel.-—Influencia das estagdes—Ar
dos aposentos; dos hospitaes; das montanhas;
do mar.—Ar expirado.—Germens pathoge-
nicos.— Varia¢Oes dos germens durante as
horas do dia.—Apparelhos registradores.

O ar que respiramos, apezar de seu aspecto transpa-
rente, é carregado de poeiras, de germens e de impurezas
de toda especie. Para nos convercermos d’este facto basta
examinar um raio de sol penetrando em um quarto escuro ;
ahi veremos dansando em suspensdo milhdes de corpus-
culos que a luz torna visiveis, n’aquellas condigdes.

Trata-se agora de conhecer a natureza, a forma, a com-
posi¢io chimica, a historia natural d’essas poeiras que nés
introduzimos nos pulmdaes.

Se collocarmos em um aposento, onde ninguem va habi-
tualmente, uma placa de vidro sobre um movel qualquer,
no fim de algumas horas esta placa, que antes era perfei-
tamente limpa, ficard coberta de poeira.
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Se aquecermos a poeira até 4 calcina¢io em uma capsula
de platina, notaremos pelo cheiro, que ahi ha materias-
organicas.

Em Pariz verifica-se que, em um metro cubico de ar
as poeiras, depois de calcinadas, fornecem um residuo pe-
sando em media de 5 a 8 milligrammas. Entretanto esses
resultados variam com o estado de seccura ou de humidade,
.com as varreduras, ou com qualquer movimento no ar.

N’aquella cidade em tempo secco, obtem-se até 25 cen-
tigrammas por metro cubico ; ao passo que depois de uma
chuva, que tenha, por assim dizer, lavado a atmosphera,
acarretando as poeiras, encontram-se apenas 6 miligrammas.

As poeiras examinadas a0 microscopio apresentam os
elementos os mais variados : crystaes de sal marinho e de
sulfato de soda, particulas de pedras calcareas, restos de
pennugem de azas de insectos, esporos de mofos, griaos de
pollen, de amydon, pedagos de fios de 14, esporos de bacte-
rias, corpusculos opacos diversos e muitos outros.

A presenca de germens microbianos nas poeiras atmos-
phericas foi demonstrada em 1862 por Pasteur em sua ce-
lebre memoria intitulada «Germens organisados da atmos-
phera». Elie o demonstrou recolhendo sobre algoddo essas
poeiras e semeando-as em meios esterilisados.

Condensando-se na superficie fria e esterilisada de um
corpo qualquer que a isso se preste, o vapor da atmosphera
(que é sempre carregado dessas poeiras) e semeando-se a
agua de condensacio em um meio apropriado, obtem-se
igualmente culturas que demonstram o facto.

Na mesma serie de experiencias Pasteur demonstrou
que, muito mais numerosos perto do solo, esses gerwens
tornam-se mais raros e desapparecem mesmo, 4 medida que
se val subindo uma montanha, ou que se attinge alturas
consideraveis em baldo ; demonstrou tambem que na at-
mosphera maritima ellas ndo existem e que na visinhancga
das habitagdes s30 mais numerosas do que nos campos.

Pasteur servia-se de um baldio de gargalo wcomprido, e
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terminado em ponta muito afilada ; enchia-o de agua de le-
védo e fazia ferver. O vapor sahindo pelo orificio aper-
tadissimo do bico do baldo adquiria uma pressio sufficiente
para arrastar todo o ar contido no interior. Terminada a
esterilisac¢io era a ponta do gargalo fechada ao magarico.

Pasteur preparava por este processo até 100 baldes ao
mesmo tempo e transportava-se com elles ao logar onde
tinha de fazer a analyse do ar, operando da seguinte ma-
neira : primeiramente passava a extremidade do gargalo
do baldo pela chamma de alcool e com uma pinga tambem
esterilisada por esse meio rapido, elle quebrava a ponta
afilada do vidro. Pela abertura o ar penetrava tumul-
tuariamente com os seus germens no interior do vaso : este
era de novo fechado ao macarico e collocadoem uma es-
tufa, onde no fim de alguns dias os germens come¢avam a
proliferar.

As vezes era necessario prolongar a permanencia da
cultura na estufa até por 30 dias ; isso porque certos espo-
ros, que ha longo tempo fluctuavam na atmosphera e
tinham passado ahi por varias vicissitudes, perdiam um
pouco de sua vitalidade e s6 muito difficilmente readqui-
riam o vigor primitivo.

Posteriormente outros experimentadores imaginaram
varios processos, que afinal de contas ndo sdo mais do que
variantes dos principios estabelecidos por Pasteur.

- Houve uma epoca em que tambem estiveram em uso
0s aeroscopios. Miquel inventou um d’esses apparelhos
muito engenhoso, trazendo um contador de ar; mas tanto
este como os outros apparelhos congeneres, foram logo
abandonados porque n&o derain resultados precisos.

Provada a existencia de germens na atmosphera foi
preciso contal-os, o que ndo era difficil fazer desde que
esses germens fossem collocados em condi¢des de se desen-
volver em colonias, sobre meios solidos ou liquidos.

Outr’ora s6 estes ultimos meios eram empregados ;
elles apresentavam .grandes inconvenientes, porque se o
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meio era acido as bacterias ndo proliferavam ; se era alca-
lino os mofos n#io appareciam.

Miquel servia-se de um baldo contendo caldo e munido
de duas tubuladuras. Por meio de um contador elle aspi-
rava o ar que, passando pelo liquido, vinha misturar-se
com este ; depois, voltando ao laboratorio Miquel repartia
o caldo assim arejado, por uns cincoenta tubos esterelisa-
dos ; era entfio possivel contar em cada um d’esses tubos
de cultura a quantidade de germens ahi existentes.

Para evitar-se a proliferacdo dosgermens (o que traria
necessariamente a confusfo e nullificaria os calculos) em
lugar do caldo, emprega-se hoje a agua distillada, conser-
vando-se, alem d’isso, os vasos de cultura em geleiras.
Miquel tambem opera em matrazes de fundo chato com
duas tubuladuras, nos quaes mergulha-se uma pipetta ter-
minada na parte superior por uma cobertura especial e
obturada por uma bucha de algod3o.

Todos estes methodos teem por fim receber um certo
volume de ar e repartil-o por tubos de cultura para faci-
litar a contagem.

Koch lembrou-se dos meios solidos ; em uma primeira
experiencia abandonou simplesmente ao contacto do ar
uma placa nutritiva, sobre a qual os germeus poderam
desenvolver-se ; mas lhe foi impossivel contal-os.

Mais tarde este methodo do Koch passou por um aper-
feigoamento com o apparelho de Hesse :—um longo tubo
contendo gelatina em torno de suas paredes, como nos tubos
de Esmarch, no qual passa uma dada porgido do ar a exa-
minar, eis em que consiste este apparelho.

Muitos outros apparelhos vieram depois: o de Fran-
kland, em que uma pasta de algoddo retinha os germens ;
ode Petri, onde o algodfo era substituido por areia, a que
mais tarde elle juntou gelatina ; o de Straus e Wurtz que
compunha-se de um tubo em U onde intreduzia-se gela-
tina liguefeita em um dos ramos ; fazia-se passar em se-
guida uma corrente de ar que entrava por um dos ramos
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e sahia pelooutro; por meio de uma gotta de oleo evitava-se
que se formasse espuma por occasiio da passagem 1o ar:
A gelatina aspirada pela pipetta era espalhada sobre pla-
cas e a parte que ficava adherente ds paredes era contada
directamente como no apparelho de Hesse, sendo este re-
sultado reunido ao ue se obtivera nas placas, para cousti-
tuir a sommma total. |

Todavia eses diversos methodos teem os mesmos incon-
veunientes, porque empregam a gelatina e os resultados
obtidos ndo sdo os mesmos ; apenas podem ser comparados
uns com os outros, isso quando se tem empregado o mesmo
apparelho ; d’ahi a necessidade indeclinavel de indicar-se
sempre o processo de que servio-se o analysta.

Actualmente Miquel—o conhecido bacteriologista do
observatorio de Montsouris, sHb o nome de methodo mixto,
emprega o seguinte processo: faz passar pelo interior do
seu antigo matraz (de que ji nos occupamos) um jacto de
ar que val misturar-se com agua existente no vaso; em se-
guida semea o liquido em uma serie de tubos de agar-gela-
tinado.

O conteido d’esses tubos ¢ derramado sobre placas,
ou nos matrazes de Erlemeyer, que, como é sabido, sio
uma modificacdo do baldo-Pasteur

Logo que o agar-gelatinado solidifica-se pela baixa
temperatura, Miquel colloca os seus vidros na estufa e vai
observando diariamente o que se passa no fundo dos vasos.

O sulfato de soda tambem serve para recolher os ger-
mens : comeca-se por deshydratal-o e reduzil-o a um poé
fino ; colloca-se este pd em um tubo entre duas camadas de
algoddo, passando-o antes pelo tamiz esterilisado no bico
de Bunzen. Deixa-se entdo passar o ar que se quer ana-
lysar atravez d’essa bucha ; sobre o sal no ha risco de que
os germens se desenvolvam. Os tubos poderfio ser assim
conservados durante muito tempo e ser transportados de
um logar para outro, em uma viagem de estudos. Este en-
genhoso processo ¢ devido a Pasteur ; Miquel, porém, com-



-pletou-o introduzindo as rolhas de vidro que fecham os
tubos.

A natureza dos microbios varia, conforme se examina
o ar de uma cidade ou o do campo. As diversas horas do
dia e as estacdes do annoinfluem tambem sobre a qualidade
e sobre a quantidade dos germens.

Em seguida damos um quadro das médias annuaes en-
contradas no decennio de 1881 —91 e referindo-se 4 quan-
tidade e qualidade dos germens contidos em um metro cu-
bico de ar recolhido em Pariz, ndo s6 na Praca de Saint-
Gervais, que fica no centro da grande cidade, como no
Parque de Montsouris, situado em um quarteirio excen-
trico para o lado do sul da mesma cidade.

PRAGA DE 8. GERVAIS

Bacterias—4970-—Mofos —1490.
Relac¢io entre as bacterias e os mofos :
100

Total dos germens............. ..cccoceevvurenne 6.280

PARQUE DE MONTSOURIS

Bacterias—345—Mofos—210.
Relagdes entre as bacterias e os mofos :
100

Total dos germens...... ....... R —— T 1311

E notavel a differenca entre os germens existentes no
ar do centro da grande cidade e em um dos pontos da pe-
ripheria. Esta regra applica-se a todas as cidades.

Nos hospitaes, por causa da grande agglomeraciio de
pessdas em um espaco relativamente acanhado, os germens
s&0 em numero consideravel.
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Dos estudos comparativos do professor Straus feitos na
sala Michon, do hospital da Pitié ¢ na sala da Mairie do 4°
arrondissiment, que lhe fiea muito proxima, durante os
mezes de Margo a Novembro de um mesmo anno, resulta
o seguinte quadro de germens encontrados em um metro
cubico de ar:

SALA MICHON i MEZES ;‘SALA DA MAIRIE
. | R B
11,000  Margo........ e 750
10,000 Abril.......... e 950
10,000 Maio......... S 1,000
4,500 | Junho.. ... ....... 1,550
5,800  Julho........ ... 1,400
5,640  Agosto....... e 900
10.500 \ Setembro........... 990
12,400 Outubro..... ...... 1,070
15,000 iNovembro.......;..; 820

i

Nos hospitaes, como de resto por toda a parte, os ger-
mens introduzidos com o ar nos nossos pulmdes nao sao
mais devolvidos & atmosphera, por occasiao do movimento
expiratorio, como demonstroun Straus, que verificou pela
analyse do ar expirado a nido existencia ahi de nm s6 ger-
men. Effectivamente os germens sio destruidos, ou antes
digeridos, pelas cellulas migratorias do pulméio, e as poei-
ras mineraes sao na maior parte expellidas pela tosse.

O ar tambem transporta peucos germens pathogenicos,
e ainda assim nao os pode conduzir muito longe com a
virulencia propria desses micro-organismos; virulencia
que attenua-se em presenca da luz ¢ do oxygenio, que dis-
troem um grande numero de especies.

Destes factos conclue-se que a contamina¢do pelo ar é
muito rara, ndo somente pela quantidade diminuta de ger-
mens virulentos ahi contidos, como tambem porque o con-

13
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tagio s6 pode dar-se a distancias munito pequenas, em um
raio muito curto, partindo do féco de infec¢ido
Sob o ponto de vista da morphologia é esta a propor-
¢io de germens encontrados em determinado volame de ar:

MiCroCOCCUS. ...t cevviiiiiirieieeiiniaaaas (7
Bacillus............... ... Somcsn 13 35580 m ot 45 10 %
BattErii . oo o wss oo s sensa R 15 9

Em certas profissées estdo o8 operarios expostos a
adquirir pneumoconioses resultantes da inspiracio de poei-
ras especiaes, como acontece com os que trabalham em
pedra, carvio, etc.

Aquelles que manejam o lixo podem introduzir em.
seus pulmdes, por intermedio do ar respirado, o germen
da tuberculose ; do mesmo modo que podem adquirir o car-
bunculo (como ha tantos exemplos) os que trabalham na
13 e mesmo nas pelles.

Foéra, porem,. d’essas poucas circunstancias especiaes
estd hoje bem estabelecido que os casos de contaminacio
pelo ar sdo raros, ao contrario d’aquillo que se acreditava
outr’ora. -

Este facto ainda é provado pelos apparelhos regis-
tradores, que, entre myriadas de corpusculos — germens,
fixam apenas algumas raras bacterias pathogenicas.

Sirva o conhecimento d’esses factos para tranquillisar’
as populagdes em tempos de epidemia, ensinando a cada’
um a conducta prudente a seguir, que é evitar na medida
do possivel de approximar-se sem necessidade dos fécos
pestilenciaes, sem entretanto hesitar um s6 momento em
soccorrer os atacados, quando os deveres sociaes e os prin-
cipios de humanidade o exigirem ; os que se acharem
n’estas condi¢bes perigosas, mas nobilissimas, encontrarfio
na hygiene meios poderosos para neutralisar uma conta-

minacdo possivel. ' preciso ser-se prudente, mas nio
pusillanime.

et O Oy



MICROBIOS DAS AGUAS

SUMMARIO—Insufficiencia da analyse chimica.
—Quantidade e qualidade dos germens.—
— Experiencias de Pasteur.—Modo de reco-
lher a agua’a examinar.— Ensaios prelimi-
nares.-—Methodo das sementeiras fracciona-
das em caldo.—Placas de gelatina.— Me-
thodo de Miquel.—Exame chimico auxiliar
do exame bacteriologico.—Aguas de rio.—
Agua de alimenta¢io de Pariz.—Aguas dos
pocos.— Aguas dos esgotos de Pariz.— Sua
purificacio uos campos de cultura.—Filtra-
cao das aguas potaveis.-—Desinfecciio pelo
calor.—Influencia do ar e daluz.—O ozona.
—DMicrobios no gelo; na agua distillada ;
nas aguas gazozas.—Aguas potaveis e epi-
demias.—Estudos relativos ao assumpto.

Até bem pouco tempo quando se queria fazera analyse
de uma agua, indagava-se simplesmente qual a quantidade
de materias organicas e desaes nella contidos ; procurava-se
saber tambem se esta agua dissolvia bem o sabio, fazendo
espuma e se cosinhava os legumes. Satisfeitas estas con-
di¢des a agua era declarada potavel : no caso contrario era
tida como imprestavel para a alimenta¢do.
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A Dbacteriologia veio mostrar, porém, que uma agua
proclamada pura pela analyse chimica pode offerecer os
maiores perigos, se contiver germens pathogenicos, que em
grande numero de casos fazem da agua o vehiculo que os
conduz ao interior do nosso organismo.

¥ claro que uma agua contendo uma grande quantidade
de materia organica (e os microbios sdo organisados) deversd
coln razdo ser considerada menos sd; mas o inconveniente
serd muito mais serio se a pres n¢a de germens pathogenicoé
for demonstrada.

Na especie a qualidade tem mais valor do que a quan-
tidade ; sendo na verdade indifferente introduzirmos no
nosso tubo digestivo, que contem milhdes de bacterias,
mais alguns microbios, desde que estes ndo sejam os vibroes
do cholera, ou os bacillos da febre typhoide.

E a Pasteur e Joubert que se devem as primeiras ana
lyses microbianas da agua; todos os processos empregados
hoje derivam d’aquelle que em 1878 foi posto em pratica
pelos dous experimentadores.

Quando se deseja examinar uma agua, sob o ponto de
vista bacteriologico toma o analysta um baldo da capaci-
dade de 150 a 300 grammas e, esterilisando-o previamente,
enche-o com a agua a analysar.

O professor Roux insiste particalarmente sobre a con-
veniencia de cada um fazer por si mesmo esta operaciio de
recolher agua nos mananciaes, ou no ponto em que deva
ser tomada, e nunca confiar na agua remettida, mesmo
pelas autoridades; porque sio indispensaveis precaugdes
que afastem qualquer possibilidade de contamina¢io di-
versa d’aquella que a agua ji tinha experimentado ; e essas
precaugdes s6 podem ser tomadas por quem tenha o habito
das manipulagbes bacteriologicas, cuja technica exige a
maior pureza, conforme tantas vezes temos repetido no de-
curso d’este trabalho.

E assim que o vaso deve ser envolvido em papel buvard
e arrolhado. tudo segundo a pratica das esterilisacdes ;
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quando o operador tiver de enchel-o o fard contra a corren-
teza, mergulhando-o bem abaixo da superficie, para evitar
tanto quanto possivel as poeiras e os detritos fluctnantes.

Uma vez cheio e arrolhado, serd o vaso cercado de
gelo para impedir-se a pullulacio dos germens existentes
na agua, durante o trajecto para o laboratorio.

I de facto a proliferacio faz-se com extrema rapidez;
para prova ahi vai o quadro, organisado por Miquel, dando
o desenvolvimento de germens, segundo a temperatura e
em um centimetro cubico da agua do rio Dhuis, que abas-
tece Paris:

HORA ’ TEMPERATURA BACTERIAR
12 - 16 grdos e 6 dec........ ... 57
11/2 19 oy 5 oy 143
g 20 DR 465
|
i

De volta ao laboratorio (conservando-se sempre aagua
na geleira) faz-se um ensaio preliminar ligeiro para co-
nhecer-se approximativamente a viqueza da agua em micro-
bios, o que facilitard muito a analyse definitiva.

Para isso proecura-se uma pipetta graduada, de modo
que dé 20 gottas por centimelro cubico.

Toma-se um centimetro cubico da agua a examinar e
mistura e a 99 centinetros cubicos de agua esterilisadas
obtendo-se uma dilui¢io de 1 4. Com a pipetta toma-se
outro ¢. cubico d'esta diluicho e semeam-se 10 tubos con:
uma gotta da dilui¢iio para cada tubo: os tubos sho em se-
guida collocados na estufa. Tendo-se em vista que em 24
horas desenvolve-se apenas « quarta parte dos microbioss
um calculo approximado nos fard saber que se dous gernens
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se tiverem desenvolvido em cada tubo, com uma incubagio
mais longa podoriamds ter 8 germens por tubo ; e tendo-se
ainda presente que a diluicho é cem vezes menos povoado
do que a agua que lhe deu origem, e que d’esta diluigdo
s6 foram empregados 10 centimetros cubicos, chega-se 4o
seguinte resultado :

10 tubos 4 8 bacterias sommam 80 germens, que mul-
tiplicados por 2 dao 160 para cada centimetro cubico da
diluicdo, ou sejam 16,000 germens para agua a analysar.

Conhecidos estes dados e dilnindo-se na mesma pro-
por¢dio, para no fim de 25 ou 30 dias de estufa ter-se ape-
nas um germen, ou mesmo nenhum, por cada tubo de caldo,.
procede-se ao calculo final, ou enumeragio total dos ger-
niens encontrados em um determinado volume d’agua, que
em summa é o que visa prinéipa] mente a analyse bacterio-
logica d’agua.

Miqllei preconisa o methodo chamado mixto e do qual
elle serve-se constantemente em suas analyses. K o mesmo
processo empregado por aquelle consciencioso bacteriolo-
gista para o exame do ar e de que ja tratamos no lugar
competente. E na verdade é um dos processos mais pra-
ticos e de resultados mais seguros.

Eutretanto a analyse bacteriologica d’agua ndo deve
andar desacompanhada da analyse chimica, que ndo pdde
ser esquecida : esta serd um complemento, uma confirmacio
em muitos pontos, da analyse microbiana.

E assim perguntaremos em primeiro logar ao chimico
se a agua é arejada, porque certas especies microbianas
precisam do ar para viver, e uma agua pobre de oxygenio
servio sem-duvida de meio nutritivo a mierobios aerobios.
Nas condicdes médias de temperatura e de pressdo, ou me-
Thor : estando a temperatura a—O-—e a pressdio barome-
trica a—760,—um litro d’agua deve conter em média 12
miiligrammas de oxygenio dissolvido.

Em Pariz, n’agua do Vanne, s6 se encontra 10 milli-
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grammas.  No Scna oa quantidade de oxygenio varia con-
forme o ponto do sen perenrso em que a agua é examinada,
como se vé do quadro abaixo :

Ponte de Charenton.............. 10 milligrammas
Ivry ... 5 SR ¥ omid § ol ¢ mden W8 15 g LA »
Ponte de Austerlitz.............. 9 »
OBAIN 0 s o x50 5 550 355 <00 mais »

Saint Denis.eeee e oo cinene e, 7 »

Destes algarismos, cujas frac¢des despresamos, resulta
a certeza de que, apezar da enorme agitacio que experi-
menta a agua do Sena, pelo movimento constante de innu-
meros vaporesinhos e barcos de toda a especie que sulcam
o rio, e ainda pelo choque contra as columnas das nunie-
rosas pontes e finalmente pelas ondulacdes de toda a sorte,
(que concorrem para arejar fortemente as aguas, estas, ao
passar por Pariz, recebem um grande contingente de mi-
crobios que lhes absorvem o oxigenio.

Portanto uma agua pouco oXigenada terd grandes
probabilidades de haver nutrido um bom numero de miecro-
bios.

O chimico nos dird tambem qual o coefficiente de al-
terabilidade d’agua ; isto é : qual o grio de rapidez com
que o oxigenio desapparece da agua. A agua do Sena
depois de 24 horas de repouso e & 33° de temperatura, tem
perdido todo o seu oxigenio.

A agua do Vanne, que alimenta parte da populagio
parisiense, comparada com a do Sena ao passar pela grande

cidade apresenta em varias epocas do anno o seguinte re-
sultado :

AGUA DO VANNE

25 de Julho......... veevriiree e 11 miligrammas.
B e ATOSED: s aronwinmsmmmcsomion: 20 »

25 de Setembro....y.covveeiiniiiinn.. 39 »
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AGUA DO SENA

24 de Setembro... ........c.ceeevenen... 10 miligrammas.
1 de Outubro....... S PR 0 »
16 de Outubro......ccevvveee cvvvvvnn s 0 »

A differenga desses algarismos explica-se assim : é
certo que a agua do Vanne nfo deixa de conter microbios ;
mas ella contem tambem algas verdes que fixam o acido
carbonico e desprendem oxigenio, sob a influencia do ar e
da luz ; eaaccdo das algas prevalece sobre a dos microbios.
No Sena, pelo contrario nfo ha algas e por isso em pouco
tempo todo o oxigenio tem desapparecido.

O chimico nog informard egualmente sobre a quanti-
dade de materias organicas contidas na agua. Este ponto
é muito importante porque as matérias organicas servem
de alimento aos microbios, ou sio ellas proprias outros
tantos germens. Cumpre, porem. observar, que os resul-
tados dessas analyses s6 podem ser comparaveis entre si,
quando as pesquizas forem feitas pelo mesmo processo ;
para isso o Comité @&’ Hygiene de Pariz estabelece que ellas
deveriam ser feitas sempre pelo processo do permanganato
de potassio, em um meio alcalino ; esse corpo reduz-se, oxy-
dando aquellas materias 4 ebulicfio.

Pela quantidade de oxygenio roubado ao permanga-
nato de potassio, em cada litro d’agua estabeleceu-se a
seguinte classificacio :

Agua muito pura. ......... 1miligramma.
»  potavel.........cooeueen. 2 «
»  suspeitas........o...n, 344 »
»  MAeeiiieiiiiniiiiia.. ms, de 4 »

Estes dados sfio um pouco arbitrarios, ndo ha duvida;
mas offerecem um eriterium relativo para julgar-se da m4
qualidade de uma agua, e na pratica podem bastar.

O chimico nos esclarecerd finalmente sobre a quanti-
dade de ammoniaco, de azoto ammoniacal e azoto nitrico
existente na agua. As materias organicas exydadas pelos
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microbios ddo ammoniaco, cuja presenca ¢ uma prova de
que no liquido ainda existem culturas vivas. O azoto ni-
trico ¢ um producto da transformag¢io do azoto ammoniacal
oxydado : sua presenc¢a serve para determinar o passado
da agua. I de facto, a existencia de uma grande quanti-
dade de azoto nitrico indica que trata-se de uma agua pol-
luida, mas que ji oxydou-se ; uma quantidade ainda maior
prova que a agua em questio proveio dos esgotos. O azoto
nitrico é um excellente adubo.

Das analyses feitas nas aguas de fonte ue abastecem
Pariz e nas do Sena (1) em varios pontos do seu trajecto
por aquella cidade, assim como na agua dos esgotos antes
e depois da sua depuracio nos campos chamados de épan-
dage, resnltam os seguintes algarismos, relativos 4 materia
organica contida em umlitro de qualquer d’aquellas aguas :

MATERIAS AZOTO AZOTO

EM S N
Ll Dab Aats ORGANICAS AMMONIACAL NITRICO

l

NRILC, wx g w505 w s sma v & WELLLEETRTN, 0,0 2milligr
DIBEIS. i o aoss s am b5 s 0,13 0,0 2, "85
Sena em Ivry........ 0,33 0,0 1,8
Sena em Chaillot.... 34 0,0 1,0
Esgoto de Asniéres. 35,8 21,1 5,0
Agua dos drenos..... HAH 0,0 19,0

A quantidade de germens contidos na agua do Sena
raria com a esta¢do e com o lugar em que ¢ apanhada;

(1) Em Pariz bebe-se ordinariamente agua de fonte (Vanne,
Dhuis, ete.); aagua do Sena serve principalmente para a lavagem
das ruas ¢ s por uma rara excepedo ¢ empregada para a alimentacio.
como succedeu em 1895, cujo verdo prolongou-se muito ; de sorte que a
administracio foi obrigada. durante uns 5 ou 6 dias. a introduzir na
canalisacio geral, servindo a certos quarteirdes. essa ma agua.

14



— 106 —

isto é : segundo é ella recolhida pouco antes, durante, on
depois de sua passagem por Pariz. T a seguinte a media
dos germens encontrados em am centimetro cubico d’aquella
aguna no anno de 1890 ’

IVRY i AUSTERLITZ CHAILLOT

1
LSTAGOES l E 1
e S R
| A B
Inverno.........  43.500 = 48.890 91128
Primavera......... 26570 | 33.440 | TL845

Outono....... ... - 13.710
Verao....ocooreeen..l 43.640

41.665 i 144.650
53.965 i 139.070

Medin. ...........  32.530 44.490

|

Aqui nota-se o inverso do que se passa no ar-: os ger-
mens sio mais namerosos durante a esta¢do das ohuv.ms
que acarretam para os cursos d’agua os mierobios que vio
encontrando na atmosphera e no seu percurso pelo solo.
Ha tambem um outro factor que intervem, embora de ma-
neira confraria: é o calor que reina durante o verdio,: que
concorre para a pullulagiio rapida dos germens existentes
nas aguas do Sena.

Quantod agua de fonte de que se abastece Pariz,é estaa
quantidade de germens encontr ados em um centimetro
cublco. nas diversas esmgoeq do anno de 1898:

I
i
|
1
I
|
|
i

A

[ |

ESTACOES | VANNE i DHUIS
Eee i s e = s e o4 W T _’"l f—— [i "= A ?:; s e e
Inverno.........oooo 0 ' 12.000 3.180
Primaver: e 720 | 2.125
Vero.......... ST Y Y e e 770 | 635
Oatono «.vovvevvvvann.n. Kok § R m oy i o 6 | 505 : 1.605

Meditoerrs . el 800 1.8%0

N . — : |




=

Ainda aqui nota-se que no inverno ¢ que se encontr:
maior numero de germens.

Que se deve pensar da agua dos pogos »—Situados em
geral perto dos sumidouros e das latrinas das habitagoes,
0< pocvos sio facilmente contaminados pelas infiltragdes do
solo. A agua de tal procedencia deve ser declarada ma :
0 mais que se pode fazer ou conceder ¢ considerar menos
severamente a agua dos pocos revestidos de paredes metal-
licas, que ndo permittam as infiltragdes das circumvisinhan-
cas ; mas ainda assim ¢ preciso sempre restrie¢des na ma-
neira de julgar taesaguas, convindo lembrar tambem que
o systema de bombas empregado para extrahir agua dos
pocos favorece muitas vezes as culturas mierobianas.

Outr’ora toda a sordidez de Pariz despejava no Sena,
que toruou-se em certos logares uma verdadeira cloaca ; na
estacio calmosa toda aquella podriddo proveniente dos ex-
ereta ¢ dos detritos de toda a sorte produzidos por uma ag-
glomeracao de cerca de 3 milhoes de pessoas € um numero
correlativo de animaes domesticos, fermentava produzindo
o envenenamento dos peixes, que afinal morriam e come-
c¢avam a boiar na superficie do rio, angmentando-lhe ainda
mais a infeccio.

Hoje adoptou-se outro systenia, o de épandage ; as aguas
sio conduzidas, por meio de uma extensa canalisacdo fe-
chada e estanque, até um logar afastado da drea snburbana,
onde ha uns terrenos aridos e improductivos, inteiramente
desacompanhados de habitagdes. Ahi na peninsnla de Gen-
nevilliers um systema de comportas reparte conveniente-
mente essas aguas por meio de vallas ou regos, de modo a
poder ser a terra bem irrigada pela agua pulluida, que
constituindo um excellente adubo, transformou completa-
mente aquelle solo ingrato em fertil terreno de bellas cul-
turas de hortalicas e legumes.-—Infelizmente as culturas
a que vio aproveitar taes aguas podem-se resentir dessa
origem impura e os legumes serem portadores de micro-
bics pathogenicos, o que torna taes productos perigosos, se
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tiverem de ser comidos crds, como é a regra para muitos .

delles.

Quando a agua chega a Gennevilliers contem cerca de
treze milhoes (13,000,000) de germens por centimetro cu-

bico ; quando mais tarde, depois dese infiltrar nos terrenos, .

ella sai pelos drains ndo contem quasi nenhum ficaram
todos no solo.

D’ahi conclue-se que as aguas foram depuradas em alto
grdo. A principio ellas continham materias organicas que
mais tarde transformaram-se em amiconiaco e depbis em
azoto nitrico, que denuncia evidentemente o passado d’esta
agua, isto é : que ella foi outr’ora a agua impurissima dos
esgotos.

Somente depois de purificada, porque como diz o emi-
nente professor Duclaux «o azoto nitrico, quando é s, é o
indicio certo de que todas as transformagées foram termi-

nadas nas aguas; todas as materias organicas foram quei-

madas a fundo e a agua adquirio entdo o seu maximo de

pureza e salubridade...». 80 depois de assim depurada é
que a agua dos esgotos de Pariz é lancada no Sena, para’

confundir-se finalmente com a do oceano, nas costas da
Normandia. 4

O professor Roux notando a inconveniencia da cultura
de legumes adubados com a agua dos esgotos, lembra que
seria preferivel fazer nos campos de épandage prados arti-
ficiaes, ou culturas de forragens, destinadas 4 criaciio de
animaes proprios para a alimentac¢iio do homem.

Entdo poder-se-ia aproveitar a agua ja depurada pelos
prados e contendo azoto nitrico em grande escala (que,é
um excellente adubo) para estrumar as culturas hortelds;

realisando-se assim um lucro de muitos milhdes, tudo sob

o protectorado da hygiene.

A purificagdo das aguas de alimenta¢io é muito mais
difficil ; e quando ellas vém de um rio ou de um ribeiro é

preciso filtral-as,
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O filtro para a purificagio em larga escala ¢ ordina-
riamente formado por camadas successivas de casca-
lho, areia e areia muito fina.  Este assumpto tem sido
muito estadado, na Europa, principalmente por Carl Friin-
kei, o conhecido bacteriologista de Berlim.

No comego o filtro nfio tem grande valor porque deixa
passar os microbios; pouco a pouco, porém, os micro-
organismos vio se depositando na superficie, onde formam
uma camada glutinosa, que por si mesmo constitue uma
materia filtrante muito boa, que vai detendo os mierobios
4 medida que elles viio chegando.  Entretanto esse bom
filtro, com a continua¢iio, ndao tarda muito a se colmatar,
por causa do deposito abundante de materia organisada ;
neste caso é preciso limpal-o, substitnindo as eamadas su-
periores, que apresentam entdo o aspecto de uma lama,
ou uma vasa composta de germens,

Uma vez limpo, tem-se um filtro insufficiente nos pri-
meiros dias que seguem o seu funccionamento, para tornar-
s¢ bom depois, e por fim colmatar-se outra vez.

Em Nantes fez-se um poco filtrante no meio mesmo do
rio Loire, capaz de fornecer uma agua em boas condicdes,
relativamente ao numero de bacterias, como provam estes
algarismos que vao abaixo :

BACTERIAS POR C. CUBICO

AGUA DO RIO AGUA DO POCO
Amostra n. 1..... 9.060 Amostra n. 1.......... 5D
» » 2., 10.550 » » 2. 82

Medi wox oomie.  SWBH0 Media v meivw isiiniae. 69

Como se v¢, o resultado éexcellente ; masha o receio
constante de que as cheias venham deslocar as areias das
camadas filtrantes e conseguintemente desmanchar o filtro,
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Os filtros domesticos apresentam tambem a maior parte
dos inconvenientes que acabamos de apontar para os de
areia : a colmatacio faz-se rapidamente, e no fim de pouco
tempo a caixa filtrante, mesmo guando volumosa, torna-se
um reservatorio deculturas microbianas impossivel de
limpar-se.

O unico filtro bom sob o pontv de vista bacteriologico
é o de Chamberland, mas com a condi¢do de ser ensaiado
previamente e de ser limpo uma vez por semana, conforme
ja foi explicado quando tratamos da filtra¢io de culturas
microbianas.

Tem-se procurado tambem desinfectar a agua pele
calor sob pressio, com auxilio de machinas especiaes. ¥
um processo que pode vir a prestar muoito bons servigos,
mas cujo preco é muito elevado, sendo os apparelhos, alem
de caros, muito delicados e de facil desarranjo.

Tambem pensou-se em purificar a agua por meio da
oxydacdo pelo ozona. Na Hollanda fizeram-se alguns en-
saios coroados de successo ; o qne resta saber é se o systema
é economico ¢ portanto capaz de ser utilisado na pratica.
Os effluvios electricos produzidos por machinas possantes,
desenvolvendo até 100.000 volts, fornecem o ozona, que-
passa pela agua produzindo ahi uma desinfecgiio segura e
efficaz ¢ com a maxima rapidez. Hste systema apresenta
ainda umavantagem : é que elle opera tambem a descolora-
¢ido das aguas de cor carregada, como sio, por excmplo,
as que provém dos polders da Hollanda.

Quando as aguas sio muito carregadas de materias
organicas ha necessariamente perda do ozona, que se
prende a estas, em vez de agir exclusivamente sobre os mi-
crobios que se procura exterminar ; d’ahi a necessidade de
um maior rendimento na producc¢io do ozona. '

A purificagdo das aguas dos rios, mesmo depois do
seu trajecto por uma grande cidade, faz-se por si n.esmo;
é conhecida a influencia da luz combinada com a do ar
sobre a vida dos miecrobios; algumas horas de insolagio
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bastam para destruir graades quantidades de microbios. —
D’ahi vemo facto de serem as aguas dos lagos consideradas
muito puras; na verdade as aguas do lago de Genebra, que
como¢sabido, ¢ completamente cercado de cidades e outras
povoagoes menores, sto de uma pureza proverbial na Eu-
ropa.  As analyses feitas em taes aguas, especialmente no
verao emogquea luz viva de umsol magnifico actua durante
muitas horas consecutivas na  vastissima superficie azul
d'aquelle bello Tago, ndo revellam a presenca de um s6 ger-
men em muitos centimetros cubicos da excellente agua.

Nogelo os microbios conservaim-se intactos, mesmo em
suas formas vegetativas ; apenas nio proliferam ; portanto
o gelo proveniente de nma agua impura guarda todos os
germens que existiam no estado liquido d’agua, que pode
assim =er o vehiculo de germens pathogenicos e conseguin-
temente de contagio nlterior; entretanto convem aceres-
centar que essas alternativas de fusio e de congela¢do
podem fazer algum mal aos microbios, compromettendo-
lhes a existencia.

O acido carbonico sob pressio ¢ nocivo aos microbios ;
pelo que elles apparecem em  pequeno unumerc ha  agua
artificial de Seltz ; isto ndio quer dizer que as aguas gazo-
7S Do possam ser causa de contaminac¢do ; apenas os ger-
mens existem ahi em um numero muito menor do que na
agua que servio para a fabricaciio de taes bebidas.

A agua distillada dos laboratorios pode ser rica de
microbios : ella contenmi sempre wm pouco de ammoniaco,
que as bacterias decompdem para tirar d’ahi seu alimento.

Sd0 conhecidas e tém sido evidentemente provadas as
relacdes entre as epidemias e a agua potavel : a demonstra-
¢io do facto tem sido muitas vezes feita. principalmente
depois ue a bacteriologia constituio-se.

Em taes condicoes os medicos, os ¢hiniicos, os bacte-
riologistas, sio muitas vezes chamados a analysar as aguas
de uma localidade.  Aconselha o Dr. Roux que cada um
evite operar sobre amostras que nao tenham sido pessoal-
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mente recolhidas por quem tenha de analysar a agua, e isso
com as precaugdes recommendadas no comeco d’este capi-
tulo ; deve-se recusar terminantemente, diz elle, a agua en-
viada pelos particulares e pelas municipalidades ; por-
isso que tanto uns como outros ndo estdo no caso de garan-
tir o experimentador contra as causas de erro ¢ até mesmo
de mystificacdo.

E’ por este mesmo motivo que Duclaux, o sabio pro-
fessor de chimica da Sorbonne e eminente bacteriologista
director do Instituto Pasteur, recusa systematicamente
fazer analyses chimico-bacteriologicas em aguas enviadas
ao seu laboratorio; elle entende que o exame géologi’co é
cmnplement-o indispensavel dos outros dous, sendo o mais
importante ; e que uma analyse isolada ndo offerece absolu-
tamente garantias: «é uma verdadeira phantasmagoria, »
diz elle.

Primeiramente é preciso fazer-se um estudo da capta-
¢io d’agua ; indagar de onde vem ella, que terrenos atra-
vessa, se ha culturas e habita¢des visinhas, qual a natureza
dos adubos empregados nas culturas, se as ha ; é preciso
ainda verificar se o perimetro que a lei reserva para a pro-
teccdo das fontes tem sido respeitado. F’ igualmente im-
portante examinar se as dejecedes dos moradores visinhos
nio teem sido arrastadas pelas chuvas, ou se os manan-
ciaes nio estdio sendo contaminados por infiltra¢do prove-
niente de cloacas. A canalisa¢io deve ser examinada ;
elle deve ser estanque, portanto serd de ferro enéo de barro
cosido ; e ndo deve receber a agua da superficie e sim das
camadas mais profundas dos reservatorios ; estes deverio
tambem passar por um exame detido e minucioso, tendo-
se bem em atten¢dio a sua alvenaria que péde ser de ma-
teria porosa de mi qualidade, ou p6de estar em m4s con-
dicoes de conservacdo. KEste exame deve estender-se § ca-
nalisagio urbana e aos pequenos reservatorios dos domici-
lios : tem se visto algumas vezes epidemias limitadas a uma
area muito restricta, a um dos lados de uma rua, a um
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grupo de habita¢des, a nma s6 casa emfim, dependendo de
um unico reservatorio.

Nestas circunmstancias difficilimo é encontrar-se o ger-
men especifico de tal ou tal outra molestia, como o bacillo
de Eberth ou o vibrido de Koch ; entretanto quando depois
de feitas as competentes culturas o analysta encontrar
muitos microbios liquefazendo a gelatina, on exhalando
mao cheiro, como os que se cultivam nas materias fecaes,
estd elle auti:orisado a declarar que @ agua é md : é a unica
affirmacdo positiva que em consciencia se pode fazer em
similhantes condigdes.

Miquel propde a seguinte escala de classificacdio das
aguas, segundo o seu conteudo em germens, por centimetro
cubico :

Perfeitamente puras de 0 a 10 bacterias.
Muito puras........... » 10 » 100 »
Puras.......cooviiiii » 100 » 1.000 »
Mediocres... ........ ... » 1,000  » 10,000 »

Impuras............co..o. 10,000 » 100,000 »
Muito impuras....... » 100,000 para cima.

Qualquer que seja o numero de microbios encontra-
dos em uma agua, se elles forem banaes, serdo por isso
mesmo de pouca importancia. Se pelo contrario, em uma
agua considerada muito pura, pela sna pobresa em ger-
mens, verificar-se entre esses poucos germens a presenca
de algumas especies pathogenicas, ndo se deve hesitar em
declarar a agua impropria para o consumo. Entretanto o
exame do terreno é de todos o mais util.

Alids ndo se deve procurar esta pureza absoluta na
agua que bebemos, porque é bem iracional pensarmos que
entre os microbios dd-se tambem a struggle for life e que na
concurrencia vital um bom numero de especies saprophy-
tas impedem o desenvolvimento de outras tantas bacterias
infecciosas ; o que afinal de contas tem sua utilidade, por-
que garante o nosso organismo contra uma contamina¢io
possivel.

=
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MICROBIOS DO SOLO

SUMMARIO :—Sio numerosas as especies micro-
bianas do solo.—Ellas variam com a natu-
reza do terreno.—Contagem dos microbios,
—DModo de recolhel-os.—Processos de cul-
tura.—Observac¢des de Muntz e Schleesing.
— Experiencias de Winogradsky.— Fer-
mentos nitrosos e nitricos.—Microbios des-
nitrificantes. — Observacoes de Gayon e
Dupetit.— Fermentos da cellulose.— Fer-
mentacio das cstrumeiras.— Fixacdo do
azoto atmospherico pelo solo.—Experiencias
sobre as nodosidades das leguminosas.—
Bacteroides dessas mncdosidades.—Bacillos
fixadores de azoto.-——Importancia dos micro-
bios do solo.—Peclluicio das aguas subterra-
neas.—Importancia da natureza do solo.—
Evolucdo de certos microbios pathogeni-
cos.—Transporte dos microbics pelas aguas
de alimentacio.

O solo é um grande reservatorio commum, de onde
tudo vem e para onde tudo volta. Os vegetaes, os ani-
maes, o homem, obedecem a esta lei ¢ seguem a mesma
regra geral, & qual nio fazem excepe¢io os microbios, que
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tambem voitam ao solo de onde haviam partido; porém
voltam quasi sempre augmentados em numero, devido 4-
multiplicacio rapida que elles experimentam por occasiio
de sua passagem pelos nossos intestinos, multiplicacdo que
ainda continta activamente nas fézes.

O cadaver que é restituido & terra é um vasto meio
de culturas microbianas, que proliferam consideravelmente
antes de se incorporar ao sélo ; de sorte que cada par-
cella das terras cultivadas ou adubadas com os nossos de-
tritos encerra biihdes de bacterias; e tanto o numero de
especies como o de individuos varia com a natureza do
terreno.

De facto : nos logares onde abundam os homens e os
animaes, com 0s despojos que os acompanham, triste e in-
defectivel apanagio da vida animal em commum, nio se
encontra a mesma flora microbiana que nos terrenos co-
bertos de florestas impenetraveis e ainda virgens das ex.
ploragdes humanas ; assim como é muito differente destas
duas, a flora microbiana das terras improductivas arenosas,
sem florestas e portanto sem detritos vegetaes.

"As especies bacterianas encontradas no solo sfo : umas
saprophytas (e s#o felizmente asnais nunerosas) e outras
parasitarias, entre as quaes salientam-se os microbios do
tetanos, da septicemia e da suppuracio.

Essas especies dividem-se ainda em dois grupos:
aerobias e anaerobias, segundo precisam ou nfo do ar para
viver ; d’ahi a necessidade de fazer culturas. difterentes
para as duas categorias de microbios, quando se quizer ter
uma analyse completa e rigorosa de um terreno.

Como fazer-se a analyse do solo?— Applicando-se pura e
simplesmente os mesmos methodos que j4 conhecemos para
a analyse do ar e da agua.

De varios pontos do terreno 2 examinar tomam-se pe-
quenas porgdes de terra, misturando-as em seguida umas
com as outras. ‘Desta terra assim misturada tira-se uma
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quantidade definida em peso, algumas grammas, que junta-
se a um determinado volume d'agua esterilisada.

Com este liquido, que nds podemos diluir & vontade,
tendo somente a cautela de notar sempre o numero de di-
lui¢des ¢ o volume que lhes servio de base, semeani-se
tubos on placas de cultura, conforme a technica ja indicada
para o ar e para agua, cujos processos de analyse ja foram
expostos em outra parte, sendo portanto dispensavel re-
petil-os agora.

Havendo utilidade em conhecer-se a distribuicio dos
microbios a partiv da superficie para a profundeza do solo,
pratica-se um corte interessando varias camadas do terreno
¢ recolhem-se diversas amostras. O mesmo resultado
obtem-se por meio da sonda de Fraenkel.

Experiencias feitas neste sentido mostraram que na
superficie do solo os microbios sao muito nunmerosos e que
vao diminuindo progressivamente 4 medida que penetra-
se nas camadas inferiores do terreno, o qual muito protunda-
mente pdde ser até esteril ; di-se exactamente, em sentido
inverso, o mesmo phenomeno que se passa no ar. Alids
tudo quanto sabiamos das aguas de fonte deixava prever
este facto.

Querendo-se isolar especies pathogenicas, o mais se
guro ¢ inocular as culturas sob a pelle de um animal sen-
sivel 4 especie microhiana que procura-se, ou de cuja pre-
senga sobre o terreno suspeita-se : em seguida procurar-se-d
o microbio no sangue, ou no ponto de inocula¢io.

Os microbios mais iuteressantes de estudar sio aquelles
que desempenham funcgdes chimicas. Microbios morrem
e cahem sobre osolo, formando ahi uma massa organica ;
veem outros microbios e decompdem essa massa inerte em
ammoniaco, em materias hydro-carbonadas e nos acidos lac-
tico e butyrico, desprendendo tambem acido carbonico e
vapores d’agua, que se perdem na atmosphera. O am-
moniaco ¢ por sua vez transformado primeiramente em
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acido nitroso, depois em acido nitrico e por fim em
nitratos.

A decomposicio das materias organicas cm ammoniaco
é obra de um grande numero de especies microbianas; ao
passo que a segunda phase —a transformac¢éo do ammoniaco
em saes nitricos--é trabalhada apenas por um numero
muito mais restricto de especies. Em pouco tempo os saes
nitricos tém-se transformado em nitratos, sobretudo em ni-
tratos de cal ; nitratos que constituem o wmelhor adubo para
0S8 vegetaes.

Como se opera essa transforma¢do? — Suppunha-se a
principio que ella se passava em presenca do solo, que
representava entdo o papel de corpo poroso, ou de esponja de-
platina, como nas experiencias de laboratorio, havendo uma
simples oxydacdo do ammoniaco, que transformava-se em
acido nitrico.

Outros explicavam o phenomeno dizendo que o azoto
e o oxygenio do ar se combinavam sob a influencia da
electricidade, por occasido das tempestades, e que as chu-
vas favoreciam as transformacdes ; mas se isto fosse exacto
mnito restricto seria o numero d’essas transformacgdes;
além de que nunca podde-se realisar artificialmente esta
experiencia.

A explicagio é, porém, outra ; a nitrificagdo é obra ex-
clusiva dos microbios ; corre por conta (’estes pequenos
seres.  Os Srs. Muntz e Schleesing fizeram aseguinte expe:
rienecia : encheram um grande tubo de vidro ecom terra
aravel ; depois fizeram passar pelo tubo uma corrente de
ar e uma solugdo diluida de ammoniaco. Pela parte infe-
rior do vidro elles recolhiam nitratos ; mas se o tubo era
fortemente aquecido, ou se atravéz d’elle fazia-se passar
0s vapores anesthesicos do chloroformio, a nitrificacio nfio
continuava.

Este facto suseitou no animo dos dous experimenta-
dores a suspeita de que os agentes da nitrificacio cram
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microbios : dirigiram as suas investigacdes paraeste ponto
¢ conseguiram isolar os micro-organismos.

E" bom lembrar aos que quizerem reproduzir aquellas
curiosas experieneias, que é preciso juntar eal ¢ magnesia,
sob a forma de carbonatos ao conteudo do tubo, para que a
aceio continue: porque a presenca do acido nitrico livre
¢ pouco favoravel 4 vida do microbio. Tambem a solu-
(0 ammoniacal ndo deve ser muito rica em materias or-
ganicas ; n'este caso a acedo dos microbios se deslocaria,
visto ser-lhes muito mais facil encontrar seu alimento no
ammoniaco do que no azoto.

O Sr. Winogradsky abandonando os processos classi-
cos até entdo seguidos sem resultado pelos seus predeces-
sores ¢ notando que geralmente se operava em meios muito
pobres de materias organicas, adoptou a seguinte technie:
tomou um pouco d'agua do lago de Zurich, & qual juntou
carbonatos de soda e magnesia, indispensaveis 4s combi-
na¢des nitricas ; em seguida semeou o seu liquido com um
pouco de terra aravel, juntando pouco a pouco sulfato
ammoniacal.

Poucos microbios, dizia Winogradsky, se contentardo
com um regimen tdo trugal, e por este methodo electivo
eu climinarei os mierobios bauaes, conservando apenas os
da nitrificagfio ; assin pensava elle quando imaginou o seu
liguido puramente mineral, cuja composicio é a seguinte :

Phosphato de potassio............ e Oyl

Sulfato de magnesia............. veee 0,05
Chlorureto de calcio................. tracos
Carbonate de soda................ .. 0,5

Sulfato ammoniacal........... ... 0,2

Agua distillada............ 100 grammas

Semeado o liquido, elle obteve culiuras, das quaes
tiron a semente para um segundo tubo, que por sua vez
forneceu-a a um terceiro, e assim por diante até chegar 4
decima cultura.



— 120 —

Finalmente Winogradsky encontrava em culturas
sobre placas quatro ou cinco espacies, mas nenhuma d’ellas
por si 86 podia operar a nitrificacdo ; a concluséo a tirar
era que o microbio nitrificante nfio proliferava na gelatina.

Continuando a estudar attentamente os seus micro-
bios parecia ao experimentador suisso, que elles fixavam-se
sobre o carbonato de magnesia, decompondo-o ; pheno-
meno que se percebia pelo escapamento de pequenas bolhas
de acido carbonico. EuntAo elle tomou do fundo do vaso,
umas pequenas parcellas de carbonato de magnesia e se-
meoun em gelatina : esta resfriando-se apprehendia os grios
do sal de magnesia ; em redor de alguns d’esses graos de-
senvolviam-se colonias, a0 passo que os outros nio as a.pré-
sentavam. Winogradsky concluio que onde havia pullu-
lacdo tratava-se de microbios que podiam viver sobre ge-
latina, mas que n#do eram os da nitrificacio, e que estes
ultimos ficavam talvez agarrados ao carbonato dc magnesi;g,.
sem se poder desenvolver. T

Elle tomou entdo alguns grios intactos, semeou-os em
um meio apropriado e obteve a nitrificacio.

O liquido apresentava-se primeiramente com um as--
pecto claro ; depois apparecia sobre o carbounato abun-
dante zoogléa, e quando o liquido ia-se tornando turvo,
observava-se um miero-organismo muito agitﬁadn e a nitri-
ficacio fazia-se abundantemente.

Com asemente retirada d’ahi elle fazia novas culturas,
sempre excellentes e muito prosperas; porem nio ob-
tinha mais a nitrificaciio completa : obtinha nitratos e mais
nitratos, era tudo. Logicamente Winogradsky concluio
que a nitrificagdo tinha duas phases distinctas ; facto
verdadeiro e que jd tinha sido presentido pelo eminente
Duclaux. ‘

Continuando em sunas investigacdes o experimenta—

dor sagaz e perseverante conseguio isolar o fermento nitroso
do seguinte modo : elle tomava nm pouco de terra,’ fazia



— 121 —

comelladiversis culturas, e em wm meio inorganico semeava
depois essas culturas sobre silica colloidal, que se prepara
assim :—silicato de potassa, com a densidade 1,06—100 cen-
timentros cubicos 5 acido chlorhydrico, com a densidade de
1,1—100 centimetros cubicos.  Mistura-se e mette-se em
um dialysador até o desapparecimento completo do acido
chlorhydrico; concentra-se pela evaporacio em um baldo e
junta-se tres gottas de uma solucio saturada de chlorureto
de sodio, para que a massa soliditique-se.

Sobre placas contendo essa substancia Winogradsky
obteve colonias de aspecto pardacento e affectando formas
arredondadas, difficeis de esmagar. DMais tarde a geléa
tornava-se liquida ; coincidindo com a agita¢do intensa que
notava-se no liquido, appareciam colonias  zoogleicas
densas, e por fim distinguiam-se cellulas isoladas, munidas
de um longo flagello ou chicote apresentando movimentos
consideraveis.

Quando, porém, esses organismos revestem a forma
mucosa cercando o carbonato de cal, nenhum movimento
apresentam ; a sua actividade depende portanto do meio
de cultura.

Semeando-se em uma solucdo mineral cousegue-se
sempre obter culturas prosperas d’esses miero-organismos ; o
essencial ¢ que elles encontrem ahi o seu alimento predilecto,
isto ¢: o azoto, que elles 1rdo procurar no ammoniaco ; ao
passo que os elementos hydro-carbonados lhes serdio forne-
cidos pelos carbonatos.

E posto que esses curiosos microbios sejam destituidos
de chlorophylla, que em presencga da luz opera todas essas
reaccdes, gragas aos estudos e observagdes de Winogradsky
nos conhecemos hoje o primeiro exemplo de um ser vivo,
que por si 8O, sema influencia da luz, faz a synthese das
materias organicas decompondo a natureza mineral.

Estd, pois. achado o ¢lo que faltava na cadeia bio-
logica : de modo queagora pode-se explicar o ¢yvelo sem fim

16
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da evoluciio da vida, renascendo sempre de si mesmo, e foi
encontrado o ponto de junccdo que liga o reino mineral ao
vegetal.

Descoberto o fermento nitrico tem-se que semear al-
gumas gottas do lignido em que elle existir, em uma solu-
¢io mineral para obter-se por meic de culturas successi-.
vas o fermento nitroso, que é um pequerio bacillo cultivan-
do-se em véo e encarregado da transfornuuciio dos nitritos em
nitratos.

Os microbios de Winogradsky encontram-se- por
toda a parte: em todas as terras do globo ; apenas eiles
mudam de forma segundo a natureza do terreno ; mas néo
variam muito e desempenham sempre as mesmas funceoes,
tanto no antigo, como no novo continente.

O bacteriologista que os descobriu julgon acertado.
classifical-os assim : nitrosomonas ou fermento nitroso do
velho mundo (europeus, javanezes) : nifrosococos ou fer-
mento nitroso do nove mundo ; nifro-bacteria propriamente
dita ou fermento nitrico.

Como se vé, é dos mais importantes o papel das nitro-
bacterias no nosso planeta. Em seu labor quotidiano,
constante e até ha pouco tempo ignorado, observa o Dr.
Roux, esses infinitamente pequenos realisam a maior obra
da terra : elles sio os encarregados da circulagio da materia-
¢ da distribuicdo da vida, Organisando a materia e mate-
rialisando a vida clles resolvem o grande problema da evo-
lugdo ; e sem o seu trabalho ingente de todas as horas,
sobre todos os pontos do globo, em pouco tempo veriamos
o solo tornar-se infecundo, esterilisar-se e estancarem todas-
as fontes de vida no nosso planeta, que, materia morta, ro-
laria no espaco, para jamais reviver, como essas estrellas.
desoladas, astros vividos, que erram pelos interminos ho—
rizontes do infinito.

Ha tambem os microbios da desnitrificaciio encarrega-
dos de transformar os nitratos em ammoniaco. Se em um
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aldo em gne se tiver juntado cinco por mil de salitre, se-
mearmos um pouco de terra adubada e fizermos uma cul-
tura anacrobia, veremos em pouco tempo desprender—se
azoto 1 isto indica que o salitre foi decomposto.

Das experiencias de Gayon ¢ de Dupetit resultou a
descoberta do bacillo que produz essa fermentaciio, que alids
¢ tambem operada por outros bacillos ; mas o de Gayon é
que a faz mais activamente.

Cultivado em estado de pureza em um baldo contendo
salitre, elle roubard a principio o oxygenio doar ;se porém
o forcarem aviver como anaerobio, elle decompord osalitre
para haver o oxygenio componente d’aguelle corpo e dei-
Xara 0 azoto escapar-se.

Uma condicio indispensavel, porém, é que na cultura
existam alimentos hydro-carbonados nos quaes o germen
v retemperar a sua energia, porque tendo elle de operar
as duas phases de uma termentacio, se lhe faltarem as for—
cas, estd claro que o micrebio s6 completard a primeira
parte de suas func¢des, produzindo apenas protoxydo, ou
bioxydo de azoto, que desprende vapores hypoazoticos ver-
melhos, em contacto com oar. O microbio devolve o am-
moniaco & atmosphera.

Essa classe de microbios desempenha um papel muito
saliente na vegetacdo, visto como as plantas precisam do
acido azotico ; e o facto ¢ tdo conhecido, que na Europa os
lavradores regam as suas plantacdes com este acido diluido
sob differentes formas e em combinac¢des diversas.

7 sobretudo nos depositos de esterco que os microbios
desnitrificantes pullulam, operando as transformacdes tao
uteis 4 lavoura. TInfelizmente o esterco ¢ mal empregado,
porque o ammoniaco que se escapa ¢ inteiramente perdido
para as culturas.

Vejamos como Se passall as cousas em uma estrumeira
que  fermenta. A principio ha grande aquecimento do
deposito, grande elevaciio da temperatura, que pode chegar
A SO0 centigrados 3 phenomeno que ¢ produzido por uma
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oxydacio intensa devida aos microbios, que fixam o
oxygenio do ar. Sob a influencia do calor o ammoniaco vo-
latilisa-se e perde-se na atmosphera.

E’ preciso, pois, modificar o systema corrente de fazer
estrumeiras. Os agricultores (entre nds mais especial-
nmente os horticultores) pretendem que a estrumeira deve
amadurecer ou curtir—é o termo ; isto é conveniente, nfo
ha duvida ; mas esta maturacdo deve ser presidida pelos
microbios anaerobios, que ndo produzem esse calor tdo ele-
vado, ¢uanto nocivo ; perém operam a transformacfio da
cellulose (de que sd3o compostos os detritos vegetaes) em
materia carbonada negra.

Um metro cubico de estrume exposto ao ar desprenders -
calor, perderd o seu ammoniaco, tdo precioso como adubo
pelo azoto que contém, e s6 depois d’isso se dard a trans-
formacgao da cellulose.

Entretanto este mesme metro cubico de estrume con-
servado ao abrigo do ar fermentars sem calor, a cellulose -
se transformard do mesmo modo, e si se tiver o cuidado de
juntar phosphatos, o ammoniaco se fixard sobre elles, com
as maiores vantagens para a agricultura.

Neste ultimo caso a fermentacio é anaerobia e é pro-
duzida por um outro fermento differente do primeiro; ahi
a cellulose perde o seu hydrogenio e um pouco de acido
carbonico; ha desprendimento de acido carbonico e de
formene ou gaz dos pantanos ; e si se retiver o acido carbo-
nico por meio da cal, pode-se utilisar o outro gaz para
illuminar os edificios e outras dependencias dos estabeleci-
mentos ruraes. A turfa e o carvio de pedra ndo tém
outra origem. ,

Winogradsky tambem isolou outros fermentos da cel-
lulose ; um d’elles é particularmente curioso pela especia-
lidade que tem de destruir o canni¢o dos pescadores.

1’ de observacio vulgar que as culturas empobrecem o
solo, no que dizrespeito ao azoto. Aslegumninosas, fazendo
uma excepeio 4 regra geral e a despeito do enorme consumo



de azoto que exige a sua estructura cellular, fertilisam, pelo
centrario, os terrenos. Como se explica o phencmeno?
Suppunha-se outr'ora que depois do afolhamento as raizes
das leguminosas sugavam o azoto na profundeza do sélo,
para trazel-o & superficie. A experiencia mostrou, porém,
yue se o terreno era anesthesiado pelos vapores de chloro-
formio a supposta func¢io era suspensa ; ndo continuava.

Euntdo pensou-se em um microbio. Henzel ¢ Dupon
chamaram a attencdo dos pesquizadores para as nodo-
sidades existentes nas raizes de certas leguminosas : nodo-
sidades que £dao constituidas por microbios, tendo a pro-
priedade de fixar o azoto.

O facto demonstra-se assim : faz-se germinar um grao
de ervilha nagua ; a ervilha continuard a desenvolver-se
até o momento em que se esgotar a provisio deazotodoseu
albumen ; uma analyse delicada feita nessa oceasiao provard
que a quantidade de azoto fixado ¢ igual dquella que
existia anteriormente nos envolueros do germen.

Cultive—se agora um outro grao de ervilha em areia
caleinada, ¢ no momento em que o vegetal deixar de desen-
volver-se junte-se uma gotta de uma solu¢do contendo um
pouco de terra aravel, que a vegetacdo continuard, ao
mesmo tempo que apparecerdo sobre as raizes nodulos,
contendo os microbios das nodosidades.

Isole-se esta bacteria; fac¢a-se germinar nova ervilha
ainda em areia calcinada e portanto inteiramente esteril ;
pique-se a raiz da planta com uma agulha imbebida na
cultura da bacteria, que dentro de pouco tempo uma nodo-
sidade se desenvolverd no ponto picado e a vegetaciao con-
tinuard luxuriante. E se a planta tiver duas raizes
pique-se uma dellas ¢ deixe-se a outra intacta : a assimila-
¢do se fard do lado picado, emquanto que a raiz indemne
definharad.

Beyermeck, Prasmoweky e Laurent fizeram muitas ex-
periencias n’este sentido. Segundo esses experimentadores
encontram-se aquellas bacterias ndo especificadas no solo:



-— 126 —

mas quando invadem uma especie vegetal ellas se particu-
larisam ; as da acacia por exemplo, agirdo mal, ou nio se
fixariio mesmo sobre as raizes da ervilha.  Tratando-se, po-
rém, de especies visinhas o mesmo microbio se désenvol-
verd em todas ellas.

O conhecimento d’estes factos suggerio aos agronomos
a ideia de trazer para umsolo improduetivo terra contendo
taes germens. Na verdade a questio é muito interessante’
e merece ser estudada com attenciio ; tanto mais quanto ji
tem-se conseguido resultados animadores em algumas ex-
periencias feitas em pequena escala.

Para terminar este estudo dos mierobios do solo, vamos
indagar como elles ahi se conservam. Os que ddo endos-
poros, deixados no solo em repouso, ao abrigo da luz e das
causas de alteracdo, podem permmanccer 14 sem inconve-
nientes, por um longo espaco de tempo—dezenas de annos 4
—cono succede com o esporo do carbunculo.

Os que nio Af4o esporossio mais facilmente destruidos ;
mas ainda assim resistemi muito, porque sio protegidos
por uma especie de envolucro. Apds oito ou dez mezes os
bacillos da febre typhoide e da tuberculose podem ainda
apresentar a sua energia e virulencia habituaes.

Estes factos instruem os hygienistas, indicando-lhes
medidas salutares de grande valor pratico, com rela¢do ao
enterramento de individuos e de animaes mortos de mo-
lestias infecciosas. E vem de molde lembrar aqui os inte-
ressantes e, j4 hoje classicos, estudos de Pettenkoffer sobre
as relacdes que ha entre as epidemias e as variagdes do
lengol d’agua subterraneo. E’ verdadeira em muitos pontos
a theoria geo-hydrica do pranteado professor de Munich,
para explicar certas epidemias.

Convém igualmente lembrar que certos microbios an-
tes de se tornarem pathogenicos, fizeram uma estadia no
solo, onde muitos d’clles experimentam uma especie de
transformacdo que modifica a sua maneira de agir sobre os
organismos superiores, quando estes vio servir-lhes de



habitat, como succede, por exemplo, na febre intermittente
palusire ¢ na coceidia,

Esta ultima ¢ uma molestia propria do coelhoe é devida
a um parasita gue produz no figado d'esses animaes umas
lesdes bem earacteristicas,  traduzindo-se por pequenas
manchas ovaes, esbranquicadas e constituidas por um ac-
cumulo de puz. Pois bem : este coceidivm injectado de
qualquer maneira que seja nao reproduz a molestia : mas
passando primeiramente pelo solo, onde soffre a transfor—
macio a que alludimos, é capaz de contaminar centenas de
coelhos; os (uaes entretanto ndo transmittem directamente
a molestia entre si.

S0 questdes da maior relevancia e que devem prender
a attengdo dos homens da scieneia, especialmente dos hy-
gienistas, que devem ter bem presente que o sclo é o prin-
cipal reservatorio das aguas de que nos servimos para a
nossa alimentacao ; e conforme ja vimos, é por intermedio
das aguas, e quasi nunca pelo ar, que a maior parte das
molestias epidemicas se transmitte 4 distaneia; portanto,
debaixo d’este ponto de vista é um estudo digno do maior
apreco por parte das authoridades sanitarias e das bacte-
riologistas.

et Yo e Qe e






BACTERIAS CHROMOGENIAS

SUMMARIO — «Micro-bacillus prodigiosus :
sua diffusao e sna cultura sobre os diversos
meios. — Formacio da materia corante ;
propriedades d’esta materia.-—Racas do ba-
cillo sem pigmento.—Pleor-orphismo do ba-.
cillus prodigiosus. — Bacillo vermelho de
Kiel.—Bacillo pyocyanico.—Coloracio azul
dos pannos dos curativos.-— Pyocyanina.—
Culturas. — Propriedades da materia co-
rante ; funccdes chromegenias.— Diversas
racas do hacillo pyocyanico.— Accilo sobre
os diversos meios.—Molestia aguda e moles-
tia chrcnica.— Veneno pyocyanico.— Vac-

cinacao dos co¢lhos.— Bacillo pyocyanico e
carbunenlo. —BACTERIAS PHOTOGENTIAS.

e

§ dos mais vulgares, especialmente no ar, o micro
bacillus-prodigiosus, que cultiva-se & temperatura ordinaria
sobre quasi todos os meios. porém de preferencia sobre os
amylaceos.

Bellas culturas do bacillo observam-se na clara d’ovo,
no pao, no pao azymo, nas farinhas humidas, ete.

No anno de 1840 observou-se em Pariz uma verda-
17
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deira epidemia d’aquelle bacillo na farinha de trigo, cau-
sando espanto geral entre os padeiros.

Uma cultura do «bacillo prodigioso» d4 uma co-
lorac¢io vermelha muito caracteristica, excepto quando é
feita sobre gelatina, onde a materia corante sé apparece na
superficie e com um matiz menos vivo ; a falta de oxygenio
no fundo do vaso explica a auzencia do bacillo n’aquelle
ponto, onde veem-se apenas uns grumos cahidos da super-
ficie. Nos caldos ainda nota-se o mesmo phenomeno e pelos
nmesmos motivos ; mas nas batatas a coloracio apresenta-se
com todo o seun vigor e intensidade.

Examinando-as ao microscopio notar-se-4 que nas cul-
turas novas os microbios sio muito pequenos : ndo excedem
de 1 a 2 millesimos de millimetro e as suas extremidades
sio arredondadas; esta disposicio ultima persiste ainda
quando, com os progressos da idade, o bacillo se alonga.
No estado anaerobio elle desenvolve-se sem dar a co]or'\gao
que lhe é pecnliar.

Por mais viva que sejaa coloracio, esta néio é percebida
ao microscopio ; a materia corante estd contida nas cellu-
las, sob a forma de pequenos grios, que abandonam o seu
envolucro guando a cellula envelhece; mas a tinta nio se
diffunde ¢ nem ¢é soluvel na agua. dissolvendo-se, pelo con- .
trario, no alcool, no ethere no chloroformio.

A tinta que provem da materia corante do bacillus pro-
digiosus apresenta um vermelho vivo, com propriedades
analogas as d’aquellas que provém da anilina, que sdo
obtidas de uma leuco-base incolor, que manifestaa coloraciio '
toda a vez que sc acha em presenca de um acido ; como
exemplo temos a fuchsina que ¢é o acido chlorhydrico
conibinado com a rosanilina, ou melhor: o chlorhydrato de
rosanilina.

Se juntarmos um aleali a uma solucio da muteria co-
ante do «bacillo prodigioso» a tinta resultante d’esta com-
binac¢dio altera-se e toma a cor amaiella. Um acido, pelo
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contrario, avivara a cor primitiva, deixando escapar vapo-
res ammoniacaes. .\ tinta ¢ capaz de colorir os tecidos ve-
getaes ¢ animaes, porém ¢ pouco resistente e desbota
quando exposta ao sol ; tambem ainda nio se fez um estudo
industrial do seu processo de extrac¢iio, de modo a poder
elia entrar na pratica da tinturaria.

O bacillo péde perder as suas qualidades chromogenias :
verificou-se o facto cultivando o mierobio sobre batatas, a
38 grios de temperatura.  Continuando-se n’estas condi-
¢Oes as culturas em geracdes successivas, um experimenta-
dor paciente chegou a obter uma raca incolor, apezar da
presenca do ar; mas submettido & temperatura ordinaria o
bacillo apresentou novamente a sua materia corante.

Wasserzug conseguio uma raca incolor fixa, effectuan-
do culturas successivas em caldoassucarado : o facto éinte-
ressante porque se o agente pathogenico estiver na materia
corante do microbio pode-se. por aquelle processo, chegar
a supprimir a sua toxidade.

O «anicro-bacillo prodigioso» é pleomorpho e tem sido
descripto ora como coccus, ora como bacillus. De facto, ds
vezes elle reveste formas bacillares muito longas, até mesmo
formas espiraes ; ¢ assim que Wasserzug cultivando-o em
caldo ligeiramente acidulado obteve (é certo que com alguma
lentiddo) a forma bacillar, que cada dia alongava-se mais. O
caldo era acidulado com wma soluc¢io a 4% de acido tar-
trico. Nos filamentos ha alguma mobilidade, que se con—
segue perceber no campo do mieroscopio. Em todo o
caso ¢ preciso manter as culturas em um meio acido, mu-
dando uma vez por outra o liquido, porque aquelles micro-

bios secretam ammoniacos simples e compostos que vae
alcalinisando o meio, e n’este caso elles tomam a forma re-
donda.

Se durante alguns minutos aquecermos as culturas a
uma temperatura de 56+, repetindo a opera¢do quatro ou
clneo vezes, a nova raca fixar-se-a definitivamente na forma
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que tiver revestido. A mudanc¢a de forma operando-se
por passagens successivas nos daré a chave da theoria do
transformismo, pergunta o Dr. Roux aos biologistas?

Obser vam-se ainda outras transformacdes do prodigio-
sus, sob varias influencias ; ha a forma dita de soffrimento,
que clle reveste nas culturas envelhecidas ou misturadas
com antisepticos. N’esta forma de involu¢io o germen
apresenta o aspecto de uma cellula incliada, intumescida,
que o desfignra aos olhos do observador habituado a exa-
minal-o em suas condi¢des normaes.

Em geral o «bacillo prodigioso» administrado em pe

quenas doses nao é pathogenice. Torna-se pelo contrario
perigoso em grande quantidade, ou quando a sua virulen-
sia tem sido exaltada por passagens successivas. '

Tambem poéde elle servir para reforcar a ac¢ao .de on-
tros virus. Roger lancou méo d’este germen para exaltar a
virulencia do carbunculo symptomatico : com o auxilio das
duas injecgbes associadas elle conseguio matar coelhos que
tinham-se mostrad o refractarios aos dous virus agindo iso~
ladamente. A cultura do bacillo morto produz o mesmo
resultado.

O bacillo de Kiel foi descoberto na cidade d’aquelle
nome, em cujas aguas ¢ elle encontrado em grande abun-
dancia. E’ uma bacteria banal que cultiva-se bem _em
quasi todos os meios, dando bellissima coloracio vermelha.

Cultivado em caldo elle apresenta o aspecto de pe-
quenas estrias moveis, que vio mais tarde tornando-se
fixas. ILiquefaz a gelatina, tingindo-a de vermelho. Em
batata d4 culturas muito bonitas, assim como em agar-agar.
A materia corante é soluvel na agua, no alcool, no ether,
no chloroformio ¢ no acido acetico. Ella é analoga a do
bacillo prodigioso e apresenta as mesmas reaccdes ; como
aquella muda de cdér em contacto com os acidos e com as
bases. Exposto 4 luz o bacillo perde pouco a pouco a sua
pigmentacdo até ficar incolor,
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Lameul compoz um meio artificial no qual o microbio
dd o mawrimum de sua materia corante Tudo quanto dis-
semos sobre as reac¢des chimicas ¢ tintas do bacillo prece-
dente pode-seapplicar & materia corante do bacillo de Kiel.

A torula rosea, muito espalhada no ar, approxima-se
mais dos « levédos» e como estes reproduz-se por meio de
rebentos ; entretanto clla nao preside a nenhuma fermen-
tacdo e perde a sua cdr rosea em cultura anaerobia.

AS sarcinas sdo bacterias que vivem no ar e na agua ¢
encontram-se em grande abundancia no tubo digestivo, es-
pecialmente no estomiago do homem.  Apresentam ¢m geral
a cor amarella e seus diverses matizes ; o ar aviva a colo-
racao propria de cada uma das variedades.

O bacillus pyocyanicus ¢ um microbio que se encontrava
outr’ora com muita frequencia nas salas de cirurgia dos
hospitaes produzindo o puz «zul dos euratives, curioso phe-
nomeno que tanto intrigava os cirurgides antigos, que o
reconheciam nfdo somente pela ¢Or, como tambem pelo seu
cheiro caracteristico.  Antes do emprego dos antisepticos
era commum o puz azul, que acreditava-se ter sido secre-
tado pelo doente ; e até alguns praticos viam n’essa com-
plicacdo microbiana um excellente symptoma de feliz pre-
sagio para o paciente!

Observando-se, porem, que fora do contacto com o
doente os pannos ¢ fios dos curativos contaminados trans-
mittiam 4s compressas limpas uma especie de contagio,
continnando-se a notar as manchas azues, occorreo aideia
de que talvez fosse um microbio, como de facto é, a origem
do singular phenomeno.

Os estudos comecaram pelas propriedades chimicas
do puz azul. Tratando os pannos pelo chloroformio, Por-
dos obteve alguns erystaes e isolon uma substancia corante
— a pyocyanina, comportando-se chimicamente como as
materias corantes vegetaes basicas, como é por exemplo,
a tintura de touraesol.
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Em seguida Gessart procurou o microbio e conseguio
isolar um pequeno bacillo desenvolvendo-se no caldo, em
gelatina, gelose e em geral nos meios ligeiramente alcali-
nisados. Scemeado pelo processo das estrias sobre agar
aquelle germen diffunde sna materia corante pela massa
de gelose, que toma uma colora¢io azul esverdeada. No
caldo essa coloracio pende mais para o amarello e o mi-
crobio cultiva-se algumas vezes em véo;tornando-se a cul-
tura incolor, se lhe falta o ar.

Quando a materia corante é tratada pelo chloroformio,
vé-se no liquido uma camada fluorescente esverdeada ;isto
significa que o microbio tem mais de um pigmento. Cul-
tivado em albumina sé obtem-se mesmo esta materia fluores-
cente, e repetindo-se a cultura muitas vezes, o microbio
perde a faculdade de secretar a pyocyanina.

Chimicamente esta nova materia corante offerece os
mesmos caracteristicos da fluoresceina ; mas se callocarmos .
a cultura albuminesa em um baldo com um pouco de pep-
tona o microbio passard a fabricar a pyocyanina, que nos
parecerd mais azul do que de ordinario, e um pigmento ti-
rando a verde, que pela oxydacio torna-se pardacento. O
meio por excellencia para a cultura d’este microbio é um
caldo glycero—peptonisado a 5%, ao qual junta-se agar em
dose sufficiente para que o substrato adhira ds paredes do
Vaso.

A pyocyanina obtem-se facilmente tratando-se uma
cultura em caldo, ou gelose pelo chloroformio ; basta dei-
xar o chloroformio em contacto com a cultura sem agital-
0s. O chloroformio tinge-se de azul e pela evaporacio

abandona a pyocyanina, que apresenta-se sob a forma de
longas agulhas azues.

A pyocyanina exposta ao ar oxyda-se e d4 a pyoxan-’
those, emqguanto que o pigmento verde que se obtem nas

culturas em que entra uma peptona glycosada, em presenca
do ar torna-se pardo, ’



Em summa, variando-se as condicdes da cultura, ou
melhor : submettendo-se 4 oxydaciio os productos de secre-
¢io do microbio, obtem-se cinco pigmentos elaborados
da seguinte forma :

FCaldo.oooon oo ool pyocyanina
1T Albumina XEAHE . momnis ROHEUED pig. fluorescente verde
11 }Solugz”u_) peptonisada............. (pyocyanina e pigmento
(Glycerina —gelose............... lverde.
IV Peptona glycosada... ..... .....pigmento verde.

V Productos pardacentos de oxydacio.

Gessart ereou, portanto, varias racas do bacillo pyocya-
nico : a raga-A-completa, criada em caldo. dundo a pyocya-
nina ¢ o pigmento verde fluorescente. Aquecida a cultura a
57" de temperatura, s6 apparece o pigmento fluorescente
verde proprio da raca—F—em que transformou-se aquella
primeira raca. A mga—P—-dz_’L a pyocyanina s6 ; mas
aquecida a 57° produz uma raca nova chamada—R S—que
nao da materias corantes. Fwm vez de aquecer as culturas
a H7° pdode-se fazer passal-as repetidas vezes pelo organis-
mo do coélho, fixando-se¢ por este processo as diversas espe-
cies ou racas do bacillo.

Guignard e Charrin conseguiram modificar a morpho-
logia do bacillus pyocyanicus juntando alcool e acido borico
a0 caldo : por este meio elles obtiveram formas mais longas,
que voltam entretanto & morphologia dos cocei quando as
culturas ficam velhas.

Das experiencias de Charrin resulta que o bacillo
pyvocyanico nao ¢ perigoso quando procede do ar ou da
agua ; mas quando elle tem @ sua origem no puz ¢ um mi-
crobio virulento, cujo poder toxico augmenta por suceessi-
vas passagens atravez do organismo do coclho, tornando-
se mortal na doése de algumas dezenas de centimetros
cubicos.

Injectado em ddses menores sob a pelle de pequenos
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animaes, elle dd origem a uma molestia ehronica, que no fim
de duas ou tres semanas traduz-se pela paralysia de uma
ou mais patas do aniinal ; paralysia que pdde augmentar
progressivamente até matal-o, ou entdo retroceder e o ani-
mal curar-se. Quando apparece a paralysia niuv se encon-
tram mais os microbios no sangue. Depois da morte en-
contra-se degenerescencia amyloide dos rins, infaretus ou
um rim pequeno contrahido, ao passo qune o coragio esquer-
do é sempre hypertrophiado.

O microbio elabora, de facto, nma substancia toxica,
da qual, segundo pare ce, origina-se a paralysia. A mate-
ria corante azul é inoffensiva. Retira-se a substancia toxica
de culturas vivas ou mortas, por meio de filtracio sobre a
vela Chawmberland ; esta substancia injectada em pequenas
déses confere uma especie de immunisacdo e o serum dos
animaes assim vaccinados parece ter uma acgio preven—
tiva contra a aggressio dos microbios.

No homem o puz azul ¢ hoje rarissimo por causa da
applicacdo systematica dos processos antisepticcs nos cura-
tivos cirurgicos.

Ao contrario das affirmativas dos cirurgides antigos,
resulta das observac¢des clinicas modernas que o puz azul
apparecendo em grande quantidade em um doente, s6 lhe
pdde ser nocivo.

O professor Bouchard poz em evidencia o antagoﬁismo‘
d’esse germen com o mierobio do carbunculo, injectando
ambos os productos em pontos visinhos, sob a pelle. de
cotlhos: 12 sobre 16 d’esses animaes inoculados d’aquelle
modo resistiram.

Outros experimentadores (Blavametchisky) notaram
que as duas bacterias eram envolvidas pelas cellulas, quan-
do injectadas no olho do coélho, de modo que n&o podiam
desenvolver-se; mas verificaram tambem que por este
meio ndo consegue-se a immunidade dos animaes, que con-
tinuam a ter o mesmo grdo de receptividade.
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Semeando-se os dous germens em uma boceta de Petri
e fazendo-se estrias, em um sentido com o germen pyocya-
nico, e em outro com o do carbunculo, nota-se que nos pon-
tos de intersec¢io ha linhas que o germen do carbunculo
nao transpde.

O Dbacillo pyocyanico desenvolve-se em erescente e di
um cheiro especial, que tem a singularidade de impedir o
desenvolvimento do wmicrobio do carbunculo, quando am-
bas as culturas siao collocadas nma ao lado da outra, e
uma camara humida.

Bacterias Photogenias

Ao terminar este capitulo parece—me de utilidade di-
zer algumas palavras, a titulo de informacdes complemen-
tares, sobre a propriedade que tém certos microbios de
luzir na obscuridade.

Encontra-se a phosphorescencia em varias especies mi-
crobianas. Foi Pfluger quem notou primeiramente (1875)
que os clardes emittidos pela carne do bacalhdo fresco
(Macé) eram devidos ao desenvolvimento de um certo
germen, e que este micro—organismo dava origem 4 phos-—
phorescencia que tdo frequentemente nota-se no mar do
Norte.

Em 1878 essa especie recebeo de Cohn o nome de
Micrococcus Phosphoreus, germen que tambem tem sido en-
contrado no salmao ¢ em outros peixes.

Algumas dessas curiosas especeies desenvolvem-se na
:arne.  Nuesk refere que em poucas horvas toda a carne
de um mesmo agougue ficon contaminada ; entretanto nao
¢ 86 na carne, ou no peixe, que estes micro-organismos de-
senvolvem-se : a gelatina é para elles um bom meio de cul-
tura () e na agua salgada elles vivem durante muito
tempo.

(1) Uma tsrde do mez de Dezembro de 1895, quando trabalhava-
mos no Jaboratorio do professor Ronx. em companhia de outros colle-

13
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O ar é necessario 4 producgdo da phosphoresecencia ;
na auzencia do oxygenio ella ndosc faz. As culturas feitas
na obscuridade, ou em plena luz, sio ignalmente phos-
phorescentes ; isto significa que o facto de ter sido cultiva-
do em presenca da luz ndo influe para que o microbio
perca a propriedade de luzir no escuro.

As chronicas medicas da antiguidade referem o phe-
nomeno observado em certos individuos, cujo suor luzia na
obscuridade ; o phenomeno era sem duvida nenhuma devido
a alguma bacteria luminos:a contida no suor, ou n’elle de-
positada pelo contacto com as roupas contaminadas por-
qualguer maneira. -

gas, jasendo muito escuro e niio estando ainda accésos os bicos de gaz
entrou o professor Chantemesse com um vaso de cultura do «microbio
phosphorescente®» envolvido em um jornal e desembrulhou-o em nossa
presenca, causando surpresa a todos o clario que partio do vaso de cul-
tura. A intensidade era tal que cada um de nds pode ler um trecho do
jornal, 4 luz d’aquella curiosa lampada. '



CARBUNCULO BACTERIDIANC

SUMMARIO—DMolestias carbunculosas dos ani-
maes.— Pustula maligna do homem.— O
carbunculo ¢é inoculavel.—Commissiio do
Eure e Loire.— Experiencias no coelho. no
cobayo e no rato.—Autopsia de um animal
carbunculoso. — Bacteridia carbunculosa .
sua descoberta.—Culturas sobre os diversos
meios.— Esporos : condi¢oes para a sua for-
macio.— Propriedades dos esporos.—Bac-
teria asporogenia. Receptividade dos di-
versos animaes para o germen.

Sob o wpome generico de carbunculo confundiram-se
outr’ora varias affec¢des, taes como a septicemia, as gan-
grenas, as infecegdes putridas e outras.—Chabert, professor
da Escola Veterinaria de Alfort, fol o primeiro que procu-
rou metter um pouco de ordem nesse chaos, distinguindo
tres formas de carbunculo, o que ji nido era pouco. Na
realidade ha duas molestias distinetas. Por ora vamos
nos occuparv com o carbunculo bacteridiano, aquelle que
ataca com frequencia o boi, o carneiro e o cavallo.

— No boi a molestia manifesta-se com grande intensi-
dade e rapidez : o animal fica triste, cessa de comer, incha-se-
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lhe o ventre e dentro de pouco tempo morre quasique ful-
minado. O cavallo apresenta os mesmos symptomas prodro-
micos, tem colicas, os seus pellos cahem 4 menor tracc¢io e
o animal morre tambem em breve espaco de tempo. No
carneiro a molestia caminha ainda com maior rapidez; e,
sem (ue ninguem suspeite a existencia da menor indisposi-
¢do, no dia seguinte sio encontrados mortos nos curraes ou
nos estabulos, 10, 20, 30 animaes !

Os pastores sabiam que o mal era contagioso e que os
individuos que manipulavam as carnes de um animal car-
bunéuloso, tendo qualquer arranhadura ou escoriacio
nas mios, viam desenvolver-se nos pontos escoriados um
edema particular com uma insignificante vesicula, que era
seguida de uma infeccdo geral, traduzindo-se por pheno-
meunos graves, que terminavam ordinariamente pela morte
em 36 ou 48 horas ;— era a pustula maligna, molestia temi- -
vel e que é muito commum em toda a parte onde existe o
carbunculo.

A autopsia de um animal carbunculoso offerece 4s vis-
tas do operador nm phenomeno que prende logoa attencio :
—vem a ser o grande desenvolvimento do ventre (estomago
e intestinos) que transudam uma espuma sanguinolenta.
O bac¢o attinge proporc¢des enormes, chegando . a adquirir
quatro ou cinco vezes o seu volume normal e torna-se tao
molle que tem antes o aspecto e a consistencia de uma polpa.
Esta lesio é caracteristica e deu logar a que o carbunculo
fosse chamado tambem sangue de-bago, denominacéo pela
qual é conhecida a molestia entre os criadores, em Franca.

O sangue apresenta alteragdes especiaes : coagula-se
mal, é negro, viscoso e adhere aos dedos. Na base do co-.
ra¢io encontram-se pequenos focos hemorrhagicos, e nos
rins grande congestfio ; de sorte que as urinas mostram-se
sanguinolentas,' sobretudo nos carneiros, que apresentam o
pissement de sang, como chamam os pastores francezes a
este signal, que lhes serve para diagnosticar com aute-
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cedencia a molestia em animaes que ainda nio tém os ou-
tros symptomas caracteristicos.

Na Franca era o carbunculo muito vulgar, especial-
mente em Beauce, onde fazia cada anno grandes estragos ;
80 ahi calculava-se em seis milhdes de francos o prejuizo
annual dos eriadores. Estes, alarmados com aquellas per-

das tao consideraveis, nomeardao uma commissio de pessoas
julgadas competentes para estudar o mal ; foi essa commis-
sao conhecida na historia do carbunculo por Commissdo do
Eure e Loire, que em 1852 transportou—e a Pariz afim de
ouvir o parecer de Rayer e Davaine.

Fizeram eXxperiencias para saber se o carbunculo era
uma molestia, isto é : uma entidade morbida especifica, ou
se derivava de causas multiplas e diversas ; e com este intuito
elles inocularam bois e fizeram passagens dos bois para os
carneiros e d’estes para o cavallo. Inocularam ainda

coelhos, cobayos e ratos com productos pathogenicos ex
trahidos da pustula maligna do homem, molestia n’esse tempo
muito commum n’aquelles logares. A commissido tendo
sempre encontrado o carbunculo apds aquellas inoculagdes
concluio que tratava-se de uma molestia unica. Jaera um
progresso no estudo da questio.

Em que condig¢des fazia-se a contamina¢do ?—A com-
missio fez cohabitar carneiros sios com os doentes ou com
cadaveres carbunculosos : a transmissdo nao se dava; logo
o virus nao era volatil, segundo a expresssio d’ aquella
epoca. As inocula¢des eram feitas com sangue, polpa das
orgios, serosidade, etc e reproduziam sempre o carbunculo_

Logo depois das inoculagdes ou mesmo algumas horas
mais tarde nada apresentavam os animaes de anormal, até
que apparecia um edema circulando o ponto inoculado.
A partir d’esse momento os ganglios intumesciam e ficavam
dolorosos, sobrevinha em seguida a febre e terminava
tudo com a morte, que ndo tardava.

A autopsia revelava o edema especial que circundava



— 142 —

o ponto inoculado, de cujos tecidos sahia um liquido claro
com estrias sanguinolentas e de consistencia gelatinosa.
Os ganglios eram tumefactos ;0s intestinos congestionados ;
o bago enorme e o figado negro.

Entretanto no carneiro ¢ edema peripherico falta
muitas vezes ; no homem, porém, nunca deixa de appare-
cer. N’aquelles animaes a bexiga contem urina sanguino-
lenta, mas os pulmdes nada apresentam de anormal.

O exame microscopico do sangue, feito com um aug-
mento de 300 a 400 diametros, deixa ver os globulos ver-
melhos amontoados em tulhas irregulares e ndo reunidos

em pilhas, como no estado normal. Nos espacgoslivres no-
tam-se pequenos bastdes (bastonetes) transparentes, duas ou
trez vezes mais longos do que o diametro dos globulos,
ndo raras vezes reunidos dous a dous, pelas extremidades.

Davaine e Rayer viram estes bastonetes em 1850, e
deram-lhes a ‘denominacio de bacteridia do carbunculo,
chamando a atten¢do ao mesmo tempo para a sua immobili-
dade e transparencia.

Pollender estudando o sangue de uma vacea carbun-
culosa no correr do anno de 1855, encontra os mesnos
bastonetes, comportando-se como formas vegetaes e dando
as mesmas reacg¢des histo-chimicas ; mas elle nenhuma con-
clusdo soube tirar d’esta sua observagio.

Dous annos mais tarde (1857) Brauell verifica a pre-
senca dos bastonetes no sangue de animaes carbunculosos,
muito tempo antes da morte dos mesmos animaes; sendo
certo que os bastonetes angmentavam na razido directa da

intensidade da molestia e ainda depois da morte. N’esse
momento aquelle observador assignala-os como tendo adqui-
rido movimentos, quando na verdade ellc os confundia com
0 vibrido septico, passado do intestino para o sangue. Este
facto observa se sempre que um experimentador pouco
attento procura inocular o carbunculo servindo-se do san-
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gue de um animal em putrefaceiio : elle consegue apenas
inocular o microbio da septicemia.

Em 1863 Davaine 1& perante a Academia de Sciencias,

de Pariz a celebre memoria em que elle declara que o «car-
bunculo ¢ wma molestia especifica, causada pelo desen-
volvimento de um organismo particular no corpo da
victima.oy K como prova, elle acerescenta que o carbunculo
nao podendo passar & placenta, o feto conserva-se indemne

quando a mai ¢ atacada do mal;e mais: que o sangue
d’esta inoculado, reproduz sempre o carbuncuio ; a0 passo
que nenhum resultado se consegue com o sangue do feto.

Iista allegacdo de Davaine ndo é rigorosamente exacta :
estudos mais aprofundados fizeram ver posteriormente que
algumas vezes (bem raras, é verdade) encontra-se o bacillo
no sangue do feto.

Jaillard e Leplat combateram as doutrinas de Davaine
argumentando com uma serie de experiencias por elles
feitas, em que commetteram evidentemente o erro de inocu-
lar a septicemia porjpassagens successivas de uns para outros
animaes, os quaes morriam tedos. Elles nfo encontravam os
bustonetes, mas tambem ndo se preoccupavaim com os vibrioes.
Era debalde que Davaine mostrava aos seus contradictores
0s seus erros, fazendo-lhes ver pelo exame cadaverico dos
animaes por elles inoculados, que as lesdes encontradas ndo
eram de modo algum as do carbunculo.

Vieram novas objeccgdes, affirmando os antagonistas
de Davaine que a causa do carbunculo nido era os basto-
netes e sim os prineipios alterados do sangue, as materias
albuminoides, etc.

Estava a questdo neste pé quando Koch conseguio
fazer culturas suceessivas no humor aquoso do olho, repro-
duzindo o carbunculo na 4* ou na 5* cultura fora dosangue.

Afinal, em 1877, veio Pasteur e resolveu deflnitiva.
mente o problema, matando a questdo. EKlle estudou pro-
fundamente o assumpto e como chimico fez culturas suc-
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cessivas muito puras, em urina esterilisada, em caldo e em
agua de levédo ; apresentou finalmente um microbio aero-
bio podendo-se cultivar fora do organismo e tendo um
aspecto differente do germen encontrado no corpo dos
animaes.

Pasteur demonstrou que quando cultivado ao ar o mi-
crobio do carbunculo d4 endosporo; que o mesmo germen
pode viver em uwima temperatura de 18 a 40 grdos; mas
que a temperatura que mais lhe convém estd comprehen-
dida entre 33 e 38 grdos ; que se a temperaturadesce a 14°
a esporulacdo ndo se faz mais e as formas vegetativas tor-
nam-se monstruosas ; que finalmente a 42° elle ainda vive,
sem dar, porém, espéros. No corpo dos animaes os endos-
poros nfo se formam 4 falta de ar.

A bacteridia filamentosa morre entre 55 e 57°, ao passo
que os espéros resistem até 88°, sendo necessario para ma-
tal-os, que elles fiquem sob a ac¢do d’aquella temperatura
durante 15 minutos. A’ temperatura de 98° a morte so-
brevem rapidamente.

No vaeuno, immergidos no alcool ou nas solugdes an- '
tisepticas, os espdros ainda resistem. Continuando suas
experiencias, Pasteur cultivou-os em meios variados e mos-
trou que no sangue oxygenado os baecillos ddo espéros e que
0 oxygenio sob pressdo, que mata as formas vegetativas,
deixa os esporos intactos.

Elle ainda demonstrou que os germens mais bellos sio
08 que se obtém em culturas feitas no humor aquoso ; sendo
certo que o bacillo prolifera igualmente bem nos outros
meios solidos ou liquidos.

Em tubos de gelatina, semeado por picadas elle d4
filamentos, que, partindo perpendicularmente do eixo da
picada para a peripheria do vaso, tomam o aspecto de uma
escova de limpar os tubos dos cachimbos, liquefazéndo ao
mesmo tempo a gelatina.

A gelose preparada com caldo de carne sem peptona é
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um bom meio de cultura para o bacillo.  Sobre batatas as
culturas sdo espessas, a leguminosa ennegrece e a bacteria
vive & custa do amidon, que clia transforma em assucar
¢ depois em acidos, os quaes por sua vez devem ser neu-
tralisados com o carbonato de cal.

Algumas vezes succede que eni certos meios a cultur:
filamentosa nao dd espdros, sem que se saiba a raziio d’isso.
Pasteur notou que em culturas velhas sobre gelatina a
bacteridia perde a propriedade de formar espéros. Se-
meando-se caldo com um pouco de sangue carbunculoso e
expondo-o a uma temperatura de 42°,5 a bacteria desen-
volve-se, mas nao d4 esporos ; apenas nota-se no interior do
bacillo uns pontos brilhantes, chamados microsporos, ou fal-
s0s esporos de Chauveau, que nada ténm de commum com os
verdadeiros esporos. Semeados de novo esses filamentos
em um meio aquecido a 33", que ¢ a temperatura optima da
bacteridia, obtém-se novos espdros; mas para obter-se de-
finitivamente a bacteridia asporogenia, isto é: privada da
propriedade de esporular, deve-se lancar mao do processo
moderno do Dr. Roux, que recommendamos de preferencia
a outro qualquer.

Consiste o processo no seguinte: divide-se por um
grande numero de tubos de ensaio (de 36 a 50) caldo de
vitello peptonisado e ligeiramente alealinisado, 4 razido de
10 centimetros cubicos por tubo. Os tubos sdo divididos
em varias series de 10 tubos cada uma, levando a numera-
cdo 1, 2, 3,4...10. Faz-se uma solucdo de acido phenico a
1% (sem alcool) e deita-se em cada tubo uma certa quanti-
dade desta solug¢do phenicada, em progressio ascendente,
a come¢ar do primeiro tubo, de modo que o conteudo de
cada um corresponda 4 seguinte tabella :

N Qs e 0,940
N* B e 04760
N 100 oo 2,400

19
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Isto quer dizer que cada tubo contera respectivamente
2, 4, 6,...20/10,000 de acido plhenico. Os tubos s80 arro-
lhados com algoddo, sendo ainda fechada 4 lampada a ex-
tremidade que fica acima da bucha de algoddo, para evitar-se
a evaporacdo do acido phenico durante a esterilisacdo no
autoclave. Terminada esta e depois de resfriados os tubos,
cada um delles é aberto ¢ seme »ado com uma gotta de san-
gue carbunculoso e collocado na estufa, 4 uma tempelatur

de 33° a 37°, havendo antes a cautela de cobrir os tubos com

um barette de borracha.
Tempos depois, 10 dias mais tarde, examina-se a cultura

e ver-se-4 entdo que alguns tubos ndao apresentam nenhuma

pullulacio: sdo justamente os de numero 7a 10, onde émais
forte a propor¢do de acido phenico; os de numero 1 a 3,
contém bacterias e espéros; e 0s intermediarios: 3, 4, 5, 6,
pédem apresentar bacteridias, mas nunca esporos.

Entretanto é preciso operir sobre um grande numero
de series, porque nem sempie a8 cousas passain-se assim ;
os processos de preparaciio da bacteridia asporogenia séio
todos muito falliveis, sendo c¢ntretanto este que descreve-
mos, o melhor e o que tem dado resultados mais seguros.
Além disso a propriedade de tornar-se asporogenia varia
um pouco, como demonstraram Arnould e Surmont, com a
procedencia da bacteria.

Elles consegniram facilmente tornar asporogenia uma
bacteridia proveniente do Instituto Pasteur ; ao passo que
nada conseguiram com uma outra por elles colhida,de um
caso de carbunculo humano.

Para verificar-se a existencia dos espéros obtidos nas
condigdes acima expostas ndo basta o microscopio : é neces-
sario aquecer-se uma parte da cultura a 65°, de maneira a
matar as formas vegetativas. Inocula-se depois o li-
quido ; si o carbunculo reproduzir-se é que ahi ha espéros.

O bacillus anthracis péde ser dado esperimentalmente,

ela via hypodermica ou mesmo pela via gastric: i-
8 a. S Al



— 147 =

versos animaes tém receptividade variavel para ogermen :
o carneiro ¢ de todos o mais receptivel ; em seguida vém o
boi e o cavallo, sendo este o mais resistente dos trez. O
camundongo (souris), o cabayo e o coélho contrahem facil-
mente o mal. O rato propriamente dito, o cao adulto. es-
pecialmente os cies de pello branco (porque?) resistem
muito mais 4s inoculacées do carbunculo.

As aves, com especialidade os pombos e as gallinhas,
offerecem uma extraordinaria resistencia. Entretanto essa
resistencia pode ser vencida por certos artificios :—fa-
zendo-se, por exemplo, a ablacido do bag¢o de um cido o ani-
mal adquirira facilmente o carbuuculo ; injectando-se pod
impalpavel de carvao no sangue de um animal refractario
este contrahird a molestia, se 1h’a inocularem ; parece que
os leucocytos abarrotando-se de carvao ficam sem acciao
para defender a economia.

Fazendo-se baixar a temperatura das gallinhas, que
sabe-se ser de 43°, mergulhando-se-lhes as patas em agua
muito fria, durante algum tempo, cemo fez Pasteur tantas
vezes em suas conhecidas experiencias, aquellas aves adqui-
rem o mal. O mesmo resnltado elle conseguia administrando
chloral ou morphina aos gallinaceos. As ris, que sido re-
fractarias, deixam pelo contrario de o ser quando se eleva
artificialmente a sua temperatura.

Emfim, convém ainda notar que a idade e o estado de
saude de um individuo pdde fazer variar os effeitos da in-
fecciic, e que tal dose de virus, inoffensiva para um animal
de bon satde, matard seguramente o mesmo animal en—
fraquecido. A quantidade e a idade da cultura injectada
tém igualmente uma grande importancia para o exito das
experiencias.






ETIOLOGIA DO CARBUNCULO

SUMMARIO — Frequencia do carbunculo
—Inquerito de Delafond em Franca.—
Theoria da plethora.—Caimmpos malditos.—
Experiencias de Davaine : papel dos inse-
ctos ; a molestia no inverno.—Etiologia do
carbunculo ; os espéros.—Experiencias de
Pasteur. — Perigos do enterramento dos
cadaveres carbunculosos. — Os vermes.—
Prophylaxia do carbunculo : a molestia sé
da uma vez.

Ja sabemos que o carbunculo é uma molestia epide-
mica, inoculavel e causada por um micro-organismo — o
bucillus anthracis. A sua etiologia deduz-se das proprieda-
des d’aquelle germen, propriedades que ja deixamos estu-
dadas no capitulo precedente.

E’ o carbunculo uma molestia muito espalhada na
Europa e conhecida em quasi todos os pontos do globo :
epidemias do mal tém sido notadas com {frequencia na
Francga, Italia, Hespanha, Allemanha, Siberia, Argentina,
Brazil, ete.; a molestia é tdo frequente na zona intertropi-
cal, como nos paizes frios.

O paiz de Beauce ¢ na Franca a terra classica do car-
bunculo ; ¢ justamente 14 que tambem a zoopathia tem sido
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mais estudada, gracas 4 iniciativa dos criadores e talvez
mesmo pof causa da proximidade de Pariz.

Era no verdao que a molestia fazia maiores estragos;
todos os annos n’aquella epoca desenvolvia-se terrivel epi-
demia, que matava milhares e milhares de carneiros e tam-
bem animaes de outras especies, ndo deixando de atacar os
grandes ruminantes.

Os pastores acreditavam que a molestia era devida a
um excesso de sangue na economia, nao s6 porque os ani-
maes urinavam sangue, como tambem pelo enorme volume
que o baco adquiria, devido 4 congestdo intensa de que
era séde aquella viscera. KEsta ideia erronea dos pastores
foi, sem mais exame, acceita por Delafond, que defendeu-a
sob o nome de theoria da plethora, a qual foi geralmente
combatida, e com vantagem, por quantos estudaram o as-
sumpto racionalmente e baseados 2m elementos scientificos.

Logares havia em que a mortalidade era verdadeira-
mente espantosa ; em outros a molestia tornou-se perma-
nente, a ponto de serem as herdades n’elles situadas, aban-
donadas pelos proprietarios, que nenhum resultado tiravam
mais da criagdo de carneiros n’aquellas pastagens, designa-
das por campos malditos, pela gente do logar. Entretanto
bastava remover os rebanhos para um ponto coutiguo
e apenas separado dos campos malditos por uma sim—
ples cerea, para que a epizootia cessasse. A observacio
d’este facto e o conhecimento dos casos de contagio por
inocula¢do no correr das experiencias anteriormente feitas,
fizeram com que ninguem désse o menor valor & theoria
dos pastores, defendida ingenuamente por Delafond.

Davaine teve a ideia de explicar o contagio pelas pi-
cadas dos insectos : elle apanhava algumas moscas e collo-
cava-as sob uma campanula de vidro juntamente com um
pouco de sangue carbunculoso ; depois cortava a tromba e
as patas d’esses insectos e inoculava-as em animaes, que
muitas vezes adquiriam assim o carbunculo. '

Ha n’essas experiencias um facto digno de nota: é
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gue no contagio natural do carbunculo bacteridiano, quasi
nunca se encontra edema no corpo dos animaes; em quanto
que estas picadas apresentavam constantemente um edema
bem desenvolvido. Davaine explicava o facto allegando
que as moscas quando estavam armadas de seus espordes
picavam mais profundamente, penetrando sob o derma;
era n’estas condi¢des que apparecia o tumor edematoso,
que, pelo contrario, ndo se desenvolvia, quando as moscas
estavam desarmadas.

Querendo saber si o virus carbunculoso resistia ou
vivia muito tempo, elle fez experiencias n’esse sentido e
chegou 4 conclusdo de que no sangue putrefacto os ger-
mens morriam ; ao passo que seccando-se immediatamente
o sangue retirado de um animal, a bacteria conservava a
sua vitalidade e reproduzia a molestia, uma vez inoculada.

D’estes factos tirou Davaine as seguintes illa¢des para
a sustentacdo do seu modo de ver sobre a transmissio do
mal pelas mosecas : dizia elle que as moscas pousando nas
pecas de carne, nas pelles espichadas, no sangue emfim, este
adheria 4s patas do insecto, onde seccava rapidamente. O
insecto conservava a semente e a transmittia aos animaes,
picando-os ou simplesmente pousando sobre qualquer es—
coriacdo, que por ventura o animal tivesse em sna pelle.

Nao ha difficuldade em acceitar-se esta explica¢io que
¢ muito natural; e nem Davaine, com justica, pdde ser ac-
cusado de erro de experimentacdio ; sdOmente ignorava-se,
ao tempo em que elle fez seus estudos, a existenciados esporos,
que s6 muito depois foram descobertos ; assim como elle
desconhecia o facto, hoje corrente, de que si as formas vege-
tativas do germen podem viver oito ou dez semanas sobre o
sangue sceco, ellas perdem todavia a viruleneia depois d’ esse
periodo de tempo. S6 os esporos vAo muito além ; gragag
a clles o carbunculo perpetuava-se naquellas regides, con.
taminando os rebanhos, com ou sem a intervenciio das
moscas, isto ndo vem ao caso.

Objectou-se-lhe a pouca frequencia do carbuncule no
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inverno. Davaine replicou logica e trinmphalmente que
naquella estaglio as moseas eram rarissimas, on nfio existiam’
de todo, visto o frio matal-as; o que na verdade é um facto
fora de contestacio.

Perguntou-se-lhe ainda porque em certas montanhas do
Auvergne os carneiros contrahiam a molestia, ao passo que
em outras montanhas muito visinhas das primeiras os re-
banhos conservavam-se indemnes?

—Fra porque as moscas, uma vez adstrictas a um certo
rebanho, acompanhavam-n’o para toda parte sem deixal-o
mais.—Argumento um tanto fraco, mas ainda acceitavel.

Mostroun-se-lhe o facto de dous rebanhos separados
apenas por uma barreira de arame farpado: um conta-
minado de carbunculo, e o outro inteiramente livre da mo-
lestia. Davaine, que achon sempre explicacles verosimi-
Ihantes, d’esta vez vio-se embaragadv para sustentar a sua
opinido de que as moscas representavam um papel de-
cisivo na transmissiio do carbunculo ; opinifio que foi ali4s
partilhada por muitos medicos d’aquella época, sem outro
exame que nfio a palavra uns dos outros, que receberam a
jdeia de Davaine.

Abriu-se entfio um inquerito scientifico, nomeando-s'e‘
para isso uma commissdio, cujos membros tinham infeliz—
mente opinides preconcebidas sobre a questfio elconfundiam -
carbunculo bacteridiano com carbunculo symptomatico ; o
resultado foi nunca se entenderem e portanto nada poderam
concluir.

Foi a Pasteur que coube a honra de demonstrar em 1876
4 evidencia o papel do espéro, que Davaine n3io chegou a
conhecer para tudo explicar ; elle que foi o unico até entéio
a fazer estudos conscienciosos e a tirar conclusdes racionaes
de suas observacdes e experiencias, adiantando sem duvida,
alguma cousa de scientifico no estudo do carbunculo, no
tempo em que o assumpto andava tdo embrulhado e a bac—
teriologia ndio tinha adquirido ainda o direito de cidade. ~

Pasteur projectou uma luz intensa sobre o debate : elle



transportou-se a0 paiz de Beauce e comec¢ou os seus estudos
no proprio centro onde se elaboravam as epidemias celebres
¢ mortiferas de carbunculo. Alli fez elle com que os car-
neiros comessem esporos e conseguio ver o carbunculo des-
envolver-se n’aquelles animaes, em cujos excrementos
eram encontrados tambem os esporos. Acompanhando a
molestia, elle noton que a temperatura subia logo depois da
ingestdo e que amorte vinha logo por termo aos soffrimentos
do animal, cuja autopsia revelava todos os signaes do car-
bunculo adquirido por contagio natural.

Se o0s espdros eram administrados aos carneiros junta-
mente com corpos duros, cheios de arestas e capazes de
comprometter a integridade da mucosa gastro-intestinal, o
numero de animaes contagiados augmentava.

Facilima a explica¢do do phenomeno : as escoria¢des
feitas pelos corpos duros ao longo do tubo iutestinal eram
outras tantas portas de entrada abertas ao microbio, que
sem isso passava muitas vezes intacto sob a forma de es-
poro e era rejeitado com os excrementos, ou era atacado
em sua forma vegetativa pelo succo gastrico.

Pasteur reconheceu ainda que nem todas as especies ani-
maes adquiriam o mal pela via gastrica : assim succede com
o coélho e o cobayo que ndao sdo contaminados por aquelle
meio ; emquanto que o boi, o carneiro, o cavallo e o camun-
dongo (souris) contrahem a molestia ingerindo o germen.
Partindo do conhecimento d’este facto o experimentador
genial pensou, ¢ com razio, que si os animaes adquiriam a
molestia pela via gastrica era porque o carbunculo devia
existir sob a forma de espdros na superficie do solo, onde
aquelles animaes pastavam.

Convencido de que o facto era verdadeiro, Pasteur
dirigio-se a alguns dos famosos campos malditos, tdo com-
muns no paiz de Beauce, e recoiheo um pouco de terra, que
diluio em agua commum, deixando por fim a mistura re-
pousar durante algum tempo. Depois aqueceo a terra até

2
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uma temperatura que mata a maior parte des mierobios,
mas é sem accdo sobre os espéros do carbuneulo.

Aquella terra inoeculada em alguns animaes deu-lhes
a molestia, da qual morreram quasi todos ; difficilmente,
porem, o experimentador conseguio culturas puras d’esses
germens. Entretanto ficara estabelecido e féra de contes-
tacdo «que o germen do carbuncule existia na terra, e que
era pastando n’aquelles logares, que os carneiros reeeblam
0 contagio.» '

Como explicar-se a existencia de tio grande quanti-
dade de espoéros earbunculosos em certos e determinados
campos 7—Os animaes mortos da molestia eram esfolados
e divididos sobre aquelle s6lo, onde cahiam tambem o san-
gue e as urinas sanguinolentas, verdadeiros meios de cul-
tura, proprios para a preliferacio de germens. Sob a in-
fluencia do ar formavam-se os esporos, cuja grande resis-
tencia é bem conhecida hoje ; e assim perpetuava-se a mo-
lestia n’aquellas pastagens.

Ainda mais : os pastores alimentavam os cies, que cos-
tumam acompanhar os rebanhos, com a carne carbunculosa ;.
muitas vezes aquelles animaes, ainda com a bdca ensan-
guentada, mordiam as ovelhas ;—nova origem da molestia,
que d’esta vez tinha sido verdadeiramente inoculada.

E por fim eram os restos dos animaes superficialmente
enterrados alli mesmo no campo; durante a noute certos
animaes carniceiros vinham revolver as covas ;—outra
fonte de contagio. As bacteridias assim espalhadas e em
contacto com o ar davam espéros, de sorte que no fim de
algum tempo certas pastagens apresentavam uma quanti-
dade assombrosa de germens carbunculosos; e estavam
assim constituidos os taes campos malditos, onde nenhum
rebanho era poupado.

Entretanto si os espdros ficassem senmpre na superficie
do solo expostos & influencia da luz e do ar, no fim dealgum
tempo elles seriam infallivelmente destruidos ; assim porem
ndo succedia porque todos os annos as terras eram revolvi-
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das e os germens passavam para as camadas inferioves,
onde ficavam ao abrigo dos elementos destruidores. Si a
terra continuava secca nada de anormal observava-se; logo,
porem, que chuvia ndo tardavam a apparecer as epidemias.

Pasteur explicava assim o phenomeno :—Os vermes do
solo (minhoeas) procurando seus alimentos, introduziam
nos intestinos aquella terra contaminada ; mais tarde, re-
montando 4 superficie do solo esses mesmos vernmes deixa-
vam ahi, com os seus escrementos, os espéros que tinham
trazido das camadas inferiores. Koch combateo esta ex-
plicacdo, mas Pasteur replicou-lhe por uma serie de novas
e rigorosas experiencias, que deixaram o facto bem esta-
belecido.

Das pesquizas de Pasteur e dos factos por ellas revela-
dos, deduzia-se facilmente a prophylaxia:—cra preciso
niao enterrar mais os cadaveres de animaes carbunculosos,
que entrando em putrefacciio forneciam o oxygenio e o calor
necessarios 4 formagdo dos esporos.

Com este intuito crearam-se ceiiterios especiaes, cer-
cados de muros, para o enterramento dos corpos contami-
nados ; mais tarde, ainda fez-se cousa melhor :—passou-se
a dissolver os cadaveres dos carneiros em acido sulfurico,
que é baratissimo em Frane¢a ; essa dissolu¢dio era reunida
depois aos phosphatos, constituindo entdo um excellente
adubo, isento de espdéros e muito procurado pela lavoura.

O homem era muitas vezes contaminado directamente,
adquirindo com frequencia a pustula maligna, cuja gravi-
dade é de todos conhecida. KEntretanto ndo é esta a unica
forma humana do carbunculo; é assim que os operarios
que manipulam a 14 nos centros manufactureiros, ou em
outra qualquer circumstancia, como em Bradford, na Ingla-
terra (woolsorter’s disease) ¢ em Vienna os trapeiros, sdo
muitas vezes contaminados pelas vias respiratorias (car-
bunculoe pulmonar) apresentando uma pneumonia especial,
com edema do mediastino, em geral difficil de diagnos-
ficar-se, a ndo ser post mortem O carbunculo pode ainda,
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se bem que mais raramente, penetrar no organismo hu-
mano pelas vias digestivas, trazendo grande prostacio,
febre e mais signaes caracteristicos da molestia, inclasive
bacterias no sangue.

Hoje a pustula maligna quasi que desappareceo com-
pletamente da Franca, com especialidade de Pariz, em
cujos hospitaes notavam-se outr’ora numerosos casos sa-
hidos da classe dos magarefes e talhadores dos agougues.
As precaucdes tomadas explicam o facto da raridade hoje
observada. ‘

O carbunculo s6 d4 uma vez; este facto ja era co-
nhecido no comeco dos estudos, porque notou-se que os
raros animaes que escapavam 4 molestia contrahida natu-
ralmente, inoculados mais tarde, nuneca tiveram o carbun-
culo.



VACCINAGAO CONTRA 0 CARBUNCULO

SUMMARIO — O espéro conserva a virulencia
da bacteridia que o gerou. — Resistencia
dos esporos aos diversos agentes. — Atte-
nua¢io da bacteridia. — Escalas de viru-
lencia. — Vaccina : sua escolha e conser-
vacilo. — Accilo dos antisepticos sobre as
culturas. — Aquecimento do sangue.— Ex-
periencias.— Volta 4 primitiva virulencia ;
exaltacao d'esta por meio de passagens suc-
cessivas. — Toxina claborada pelo bacillus
anthracis—Vaccinacio pela toxina.—Pro-
priedade do serum dos animaes immunisa-
dos contra o carbunculo. — Modo de vac-
cinar.

Adquirido o facto de que um primeiro ataque da mo-
lestia conferia a immunidade, Pasteur procurou em seu
laboratorio descobrir um virus attenuado yue produzisse
uma molestia ligeira, capaz entretanto de preservar os
animaes do carbunculo, do mesmo modo que na especie
humana a vaccina confere a immunidade contra a variola.

Logo em comeco elle conseguio attenuar a bacteria ;
mas o esporo que é a forma de resistencia do microbio,
continuava a ter a mesma virulencia, e Pasteur demounstrou
que cste esporo conserva tambem a mesma virulencia da
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bacteria que o gerou. Entio elle procurou modificar as
formas vegetativas do germen : a 14 grdos obtinha-se uma
forma hypertrophiada, monstruosa, que nio d4 espdros ;
acima de 41 grdos appareciam. filamentos abundantes,
porém nada de espéros. A’ temperatura de 42 grdos e
meio appareciam os falsos espéros de Chauveau, que nada
tém de commum com os verdadeiros: sfo, como ji vimos
no capitulo precedente, uns pontos brilhantes que observa-se
no interior dos bastonetes, quando desenvolvidos em uma
cultura de caldo alcalinisado, feita em um baldo (porque
em tubos a evaporacido é rapida e ndo permitte aquelle re-
sultado), a semente sendo proveniente do sangue fresco de
um animal carbunculoso. N#o se podia levar além 42,°5
a aquecimento da cultura, porque a 44°ji o desenvolvi-
mento do germen era quasi nullo, e a 45° parava definiti-
vamente.

A bacteridia  crescia lentamente sob a forma de fila:
mentos curvos espalbhados pelo liquido, de onde desappare-
ciam os flécos caracteristicos das culturas ordinarias.
Todos os factos observados n’aquellas experiencias de Pas-
teur sfo rigorosamente exactos e tém sido posteriormente
verificados por todos os bacteriologistas.

Um carneiro inoculado n’aquellas condi¢des morria no
flm de tres dias. <A mesma cultura um pouco mais velha
‘actuava mais vagarosamente, podendo até poupar o anima]
si a deixavam ficar ainda mais velha. Uma cultura de 10
ou 12 dias, inoculada em um carneiro, communica-lhe a mo-
lestia sob uma- forma benigna, que ndo o matard. Levan-
do-se mais longe a experiencia chega-se a ndo matar mais
nem o coélho, o cobayo ou ocamundongo, que sio.na ordem
em que estio indicados os muis sensiveis ao carbunculo,
d’entre os pequenos animaes usados nos laboratorios.

Nem sempre, porém, as cousas passaim se¢ com esta
nitidez : todas as cellulas do liquido ndao tém a mesma
actividade na mesma occasido e no mesmo individuo, por
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motivos que sio de observacio vulgar em experiencias de
biologia.

Si tomarmos culturas de 4, 8 ¢ 12 dias e semearmos
tres baldes correspondendo respectivamente cada um delles
a outras tantas cnlturas d’aquellas idades e os aquecermos,
nao a 42°5, mas a 33° observaremos, inoculando as novas
culturas, que cada uma d’ellas terd, em qualquer dia ou
em qualquer epoca que seja, a mesma virulencia da cultura
mai, na occasiao em que foi tomada.

E’ que todas as vezes que semeamos uma cultura filha
nds creamos uma raga nova de bacterias attenuadas; esta
attenuacdo transmitte-se por hereditariedade e é além d’isso
fixada mais tarde, de modo que a virulencia perdida nio é
mais recuperada pela bacteria.

As culturas filhas do baldao de 8, 16 e 20 dias podem
dar espéros; ao passo que a cultura mai ndo os dard, por
causa da alta temperatura a que estd submettido o baldo
original.  Aquelles espdéros teem a mesma virulencia que
os filamentos de onde provieram e fixam definitivamente a
sua forca de resistencia, assegurando a reproduc¢ao da
nova raga, com o mesmo grao de toxidade.

E’ sobre estes principios que assentam a theoria e a
pratica da vacecinagdo anti-carbunculosa. Se inocular-
mos uma cultura de 10 dias em um coélho, em um cobayo
e em um carneiro, aquelles dous roedores morrerao, ao passo
que o carneiro resistird. Se de novo inocularmos mais
tarde e com virus mais forte este ultimo animal e outro car-
neiro, que ainda ndo tenha sido injectado e que possa ser-
vir de termo de comparacdo ou de testemunha, como se diz
em linguagem de laboratorio, o carneiro testemunha mor-
rerd, emquanto que o primeiro nem ao menos ficard indis-
posto. Para preservar um animal do carbunculo, basta
pois, injectar-1he sob a pelle um pouco de cultura attenuada
de modo a s6 transmittir-lhe uma ligeira forma da molestia.

Em summa: se fizermos uma cultura mae do bacillo
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sarbunculoso e se todos os quatro dias fizermos novas cul-
turas sahidas dessa cultura numero—l—teremos uma serie
de tubos com uma virnlencia definida em escala decrescente.
Se ainda, com cada uma d’estas culturas filhas, sempre
mais velhas quatro dias do que a sua visinha, nés inocu-
larmos um carneiro, este contrahir4 uma molestia passa-
geira, tanto menos grave quanto mais velha for a cultura,
¢ ficard preservado contra o carbunculo. Entretanto é
preciso contar sempre com as idyosincrasias e com os di-
versos graos de receptividade individual, porque uma cul-
tura inoffensiva para o carneiro —A—poder4 matar o car-
neiro—B ; — d’ahi nasceu a ideia de preparar duas vacei-
nas : uma muito fraca que & injectada em primeiro logar ;
e uma outra forte que se repete alguns dias mais tarde.
Esta pratica é hoje corrente em toda a Franca.

A primeira vaccina deve ser tal que a sua virulencia
nio mate um coélho ou um cobayo ; devendo, porém, em
dése mediana matar infallivelmente um rato. A segunda,
que ndo deve matar um carneiro, deverd fazel-o a4 um
coélho, ou cobayo. Apoésas duas vaccinacdes feitas com in-
tervallo de poucos dias, o animal est4 immunisado. Isso
foi demonstrado pela primeira vez, do modo mais brilhante
por Pasteur na celebre experiencia publica que no anno de
1876 elle fez na herdade de Pouilly le Fort, perto de Melun,
onde trata-se de elevar um monumento que perpetue
aquella admiravel experiencia, de tao grande alcance eco-
nomico para a Frauca.

Foi referindo-se mais especialmente 4 vaccina anticar-
bunculosa que o sabio professor Huxley, de Inglaterra,
emittio a seguinte proposicdo, que alids ndo se applicava
sendo a uma pequena parte da obra do genial francez ; «As
descobertas de Pasteur bastariam para cobrir a indemnisa-
¢io de guerra, no valov de cinco bilhbes, pagos pela Franca
a Allemanhay.

N’aquella memoravel demonstra¢io de Pouil]y-]e-Forb



— 161 —

Pasteur experimentou sobre 60 carneiros e 20 vaccas, e em
todos esses animaes as cousas passaram-se conforme tinham
sido previamente annunciados por elle. Desde aquelle dia
a vaccina¢io contra o carbunculo entrou na pratica ; afflui-
ram de todos os lados pedidos de vaccina; dos 50,000
carneiros apresentados Pasteur s6 vaccinou 25,000 ; e como
reinava o carbunculo, alguns carneiros ji traziam o germen
do mal no organismo, pelo que deram-se algumas mortes
entre os vaccinados ; mas estes poucos casos nada eram,
comparados com a excessiva mortalidade dos ndo vaeccina-
dos, vivendo alias as duas series el communi ¢ nas mesmas
condig¢oes.

Os poucas casos de morte entre os vacecinados serviram
de ensinamento a Pasteur, que recommendou que d’alli
por diante se fizesse a vaccina¢do antes da epoca em que
costumavam explodir as epizootias de carbunculo: os re-
sultados foram excellentes, conforme estamos vendo hoje.
Acabaram-se tambem os campos malditos que readquiram o
seu valor normal, permittindo excellentes negocios a espe-
culadores mais atilados, que alcancando o futuro do me-
thodo pastoriano, apressaram-se em adquirir aquellas pas-
tagens desvalorisadas, aos seus imprevidentes possuidores
pelo.baixo pre¢o de entdio, para revenderem-n’as pouco de-
pois com grandes lucros.  Com o carbunculo foi-se tambem
a pustula maligna, que, como ja dissemos, é hoje rarissima
em Franga.

-— A immunidade seria duradonra 27— Quanto tempo
levariam os carneiros preservados contra o carbunculo?

Experiencias feitas em Montpellier provaram que,
salvo raros casos individuaes, a immunidade ia pelo menos
além de tres annos. o que era bastante para as necessidades
da agricultura, uma vez qne esta é a duracdo media de
um carneiro destinado 4 alimentacio. Alids nada se
oppde a uma revaccinacdo, como fazem alguns criadores.

A Europa inteira: a Italia, Hespanha, Russia, Aus-

tro-Hungria, Paizes dos Balkans, ete., adoptaram a vaccina
21
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pastorlana, com o mesmo exito que notara-se na Franca.
Na Allemanha, porem, 86 mais tarde o processo podese
vul(rarlsar, porque ho comeco Koch fez-lhe viva opposmd,o ’
instituindo experlenclas que contradlnam as de Pasteur.

As experiencias do bactenologlsta allem3o eram real-

mente feitas em condlgoes excepcionaes e nio se approxx-
mavam nem de longe da maneira pela qual os carneiros
1dqu1rmm o mal: Koch abarrotava 0s animaes de cu]tu-
ras contendo quantldddes formlddvels de esporos. Ola,
tudo tem llmlte € 0 organismo que resiste a 1nuesta.o de
uma certa quantldade de virus (como é o caso dos carnel-v
ros, que procurando seu alimento nos prados i 1n<re1'em com
as gramlneds, um certo numero de germens) este or ganismo
(bem comprehende se), ndo resistird certamente a doéses
massi¢as do mesmo virus. Afinal a evidencia do methodo
acabou COI](]U]St‘indO tambem o 1llustre contradictor de
Pastem' que ji reconheceo a sua utilidade ; ; Iesmo porque
ndo era mais licito hesitar diante dos milhdes de carneiros
unmumsados e dos milhdes de francos poupados na patria
de Pasteur e fora d’ella.

Posterlormente ensaiou-se e conseguio-se outro pro-
cosso de dttenuagao do virus : tratando- -se, por exemp]o,
as \b‘lctenas sem espéros pelo acido phenico, pelo blchro-
mato de potassa a 3 ou 4 millesimos, ou pelo oxygenio sob
a pressio de 8 atmospheras, consegue-se um virus attenuado
capaz de dar a immunidade. Todos estes processos tém
algum valor, porque é de facto ao oxygenio que se deve a
attenuago do virus; tanto isto é certo que se fizermos uma
cultura sem ar, ou com muito pouco, e a collocarmos a uma
temperatura de 42°,5 ella ndo perderd a sua virulencia
inicial.

No sangue recolhido do coragio de um animal morto
de carbunculo julgou Toussaint ndo existir uma sé i)actei'ia,
desde que o sangue era aquecxdo a 55°; o facto, pmém é
que e]las s6 morrem todas a 58°; as bacterias que restavam
da expenencla de Toussaint ficavam attenuadas, mas
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readquiriam a sua virulencia injectadas sob a pelle de um
animal, que acabava morrendo de carbunculo.

O sangue aquecido a 58, (o (ue quer dizer que todas as
formas vegetativas do microbio morreram) e injectado na
dose de 15 a 25 centimetros cubicos, é capaz de immuni-
sar um animal, apés curta molestia. Infelizmente esta
immunidade communicada pelas substancias chimicas do
sangue, ¢ muito fragil e pouco duradoura.

Nas vaccina¢bes de laboratorio deve-ve agir com pru-
dencia para nio matar os animaes, tio uteis 4s pesquizas.
No coelho emprega-se uma primeira vaccina muito fm’cn,
da gual injecta-se de 15 a 20 centimetros cubicos nas veias
do animal ; oito dias depois far-se-4 entdo uma injeccao
subcutanea de uma cultura mais forte.

Pode-se levar a attenuaciio a um grio tal que a bacte-
ria se torne verdadeiramente saprophyta ; e se nio se
souber a sua origem é impossivel reconhecer o microbio.
A virulencia é, pois, uma qualidade que se perde.

Entretanto tambem podemos exaltar essa virulencia.
Com um pouco de uma cultura inoffensiva para um rato
adulto n6s podemos matar um rato recem-nascido ; com o
sangue d’este ultimo mwata-se um rato de quatro dias ; com
o sangue d’este segundo rato mata-se um outro de 8 dias
e assim successivamente.

A cultura que chega a matar umn rato adulto, inoften-
siva para o cobayo, matard um recem-nascido d’esta eSpe-
cie. Se continuarmos subindo a escala, de especie em es-
pecie, chegaremos a crear uma rag¢a de bactendms, cuja
virulencia extremamente exaltada chegaré a matar as
especies mais refractarias. - ‘

Este facto, nota o professm Roux, leva nos a crer que
0s microbios pathogenicos hoje conhecidos vieram talvez
de especies saprophylns, que cucunsbancms fOPtllltdS e fa-
voraveis conduziram & virulencia, transformando -08, na
successdo ininterrupta dos secnlos em 1gas novas que
actualmente causam tanto dammo ao honnem € a0s duuuaes,
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Da experiencia de Toussaint resultou o ensinamento
de que a bacteria desenvolvendo-se, d4 productos chimicos
que conferem uma certa immunidade.

O microbio modifica o meio de cultura reagindo sobre
elle e secretando torinas ou productos chimicos. Para
obter-se a toxina do carbunculo é necessario cultivar o mi-
crobio em uma solu¢do de peptona, abaixo de 30 gréos ;
alguns dias depois filtra-se na vela Chamberland, satu-
ra-se o liquido de sulfato de ammoniaco e obtem-se por
este meio uma «albumose». Este precipitado recolhido em
um filtro é lavado com sulfato de ammoniaco, depois é dia-
lysado em uma corrente de agua a 42°, até que o sulfato
de ammoniaco tenha desapparecido completamente. Mis-
tura-se entdo o liquido contido no dialysador com 10 vezes
o seu volume de alcool forte para precipitar a albumose ;
esta ainda é tratada pelo alcool absoluto e pelo ether, e
como manipulacdo final obtem-se um pd, que é a toxina
do carbunculo. Esta substancia injectada em um cobayo
mata-o ; mas administrada em pequenas quantidades con-
ferc a immunidade.

Nas vaccinagdes do carneiro pode-se, por meio de gra-
da¢des successivas, injectar bacterias muito virulentas; o
serum do animal adquire propriedades novas preservadoras
do mal. Marchoux conseguio ‘injectar impunemente em
um carneiro até 25 c. cubicos de uma cultura muito viru-
lenta. Sob a influencia d’esta vaccinacfio intensiva o ani-
mal adoeceo, mas curou-se, e o seu serum, na dose de um
c¢. cubico, preservou um coelho. Ainda o mesmo serum
injectado em um animal que ji tenha o germen do car-
bunculo, salval-o-4 se a interven¢dio se der nas primeiras
horas. g

Infelizmente esta immunidade devida ao serum nio
dura muito ; parece que ella da aos phagocytas for¢a para
digerir apenas as formas vegetativas, porque em presenca
dos esporos ji ella ndo actia mais. Por isso tambem o vi-
rus attenuado confere uma immunidade muito superior 4



— 165 —

ac¢do ephemera dos phagocytas ; isto sob todos os pontos
de vista.

A vaccina anti-carbunculosa usada na Franga é pre-
parada pelo « Instituto Pasteur». La éelladistribuida aos
veterinarios em tubos contendo 100 déses, custando cada
dose cinco centimos ou um sou. Inocula-se a primeira vac-
cina (mais fraca) na dose de 1/8 de c¢. cubico, de preferencia
na face interna da coxa direita do carneiro; e 12 dias mais
tarde faz-se na coxa esquerda do animal, no mesmo logar e
com a wmesma dose, outra injeccio da segunda vaccina
mais virnlenta. Excusado é dizer que as vaccinas devem
ser utilisadas immediatamente depois da abertura do tubo,
e aseringa deve ser esterilisada, havendo sobretudo a mais
escrupulosa antisepsia.






CHOLERA DAS GALLINHAS

SUMMARIO — Caractéres da molestia : sym-
ptomas, lesdes.—Microbio : coloragéiio e cul-
tura.—Reaccio local ; injec¢des— A ttenua—
cilo das culturas. — Vaccinagdo : lesdes
locaes.—Conservacio do virus no solo.—O
virus nos laboratorios.—Especies sensiveis:
aves, cotlhos, «spermophiloy—Os grandes
animaes resistem.—Liquidos de cultura pri-
vados de microbios,—Serum dos animaes
vaccinados.

O cholera das gallinhas é uma molestia que ataca a
maior parte das aves domesticas, e muito especialmente as
gallinhas. Um dos principaes symptomas da molestia éa
diarrhéa ; ’ahi veio-lhe a denominacio de cholera, pela si-
milhanca que apresenta a molestia com o cholera aziatico.

O cholera das gallinhas reina as vezes esporadicamente;;
mas de ordinario é uma doenca epidemica, que faz grandes
estragos nos gallinheiros e ¢ dotada de grande poder de ex-
pansiio. A sua intensidade é tal que em um gallinheiro
de 3,000 cabeeas, nofim de quatro dias, chegon-se a observar
mimvmdi't.alidade de noventa por cento ! Depois de uma irra-
diacio brusea, a molestia segue ordinariamente a marcha
chronica.
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Sabia-se que o mal era contagioso e que era reprodu-
zido por inoculagio. Em 1860 Delafond fez diversas ino-
culagdes com o sangue e conseguio reproduzir a molestia
com todos os caractéres que ella apresenta quando adqui-
rida naturalmente : « o cholera das gallinhas» é por con-
seguinte uma molestia microbiana, inoculavel, contdglosa,,
e epidemica. '

Clinicamente ella affecta variasformas. Na forma ful-
minante o animal isola-se, deixa pender as azas, agacha-
se, a plumagem arripia-se, a crista toma a cdr violacea e
no fim de algumas horas a ave cessa de viver.

Na forma ordinaria a gallinha fica triste, deixa de
comer, 4s vezes bebe, mas encolhe-se, tem os olhos fecha.
dos e fica somnolenta a maior parte do tempo. Sobrevem
logo uma diarrhéa aquosa abundante, de aspecto espumoso,
as vezes com tragos sanguinolentos; a morte d4-se no fim
de 36 a 48 horas. A forma chronica succede quasi sempre
a um ataque agudo de que a ave parece curada e traduz-se
por uma especie de cachexia que mata entre 8 e 10 dias.

A antopsia revela o seguinte : do bico escorre uma es-
puma sanguinolenta ; o anus é saliente ; a pelle é coberta
de ecchymoses ; 0s vasos abdominaes estfio replectos de um
sangue negro e formam arborisa¢ées. o

O bago é normal, mas os intestinos sfio congestionados ;
o pericardio contem um liquido amarello-citrino que coa-
gula-se em contacto com o ar; os pulmdes apresentam-se
hyperemiados e algumas vezes mesmo hepatisados. Todos
os humores contém microbios visiveis independente de
qualquer colorag¢io.

Em 1880 Toussaint fez desses germens uma excellente
deserip¢do ; depois Pasteur descobrio o meio de atte-
nuar a sna viruleneia. Foi no correr desses estudos que
elle fez a maior parte de suas descobertas em microbia.

O germen productor do cholera das gallinhas tem a
forma ovoide e encontra-se de preferencia entre os globulos
sanguineos. Quando coloridos é nos dous polos que a
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tinta é mais visivel.  Nos casos em que a molestia tem sido
mais longa os microbios sio mais alongados e tomam gnasi
a forma bacillar, conservando, porém, as extremidades ar-
redondadas. Nas culturas o germen apresenta a mesma
tendencia a alongar-se, 4 proporc¢io que ellas envelhecem.

O microbio ndo toma o gram, mas acceita bem as cores
da anilina. O seu methodo de elei¢do é, porém, o da thio-
nina phenicada, cujo colorido accentua-se mais, conforme
ja vimos, para as extremidades do coceo-bacillo, como ja
tem sido tambem denominado esse germen, por causa de sua
forma ovoide alongada.

O microbio do cholera das gallinhas cultiva-se em caldo
ordinario. A principio o meio turva-se uniformemente
sem apresentar caracteres particulares ; mais tarde, porém,
os germens depositam-se no fundo do vaso deixando o li-
quido perfeitamente limpido. Em gelose o microbic deixa
um rastilho esbranqui¢ado ; mas desenvolve-se mal quando
aquelle meio é puro. No serum solidificado cultivam-se re-
gularmente os germens que sdo aerobios, exigindo oxyge-
nio livre e uma temperatura de 30 a 37 grios.

Conforme ja vimos, inoculados elles reproduzema mo-
lestia, facto que tambem se dd quando sdo introduzidos
pelas vias digestivas.

Quando inoculados pela via subeutanea notam-se lesdes
variadas no ponto de penetracdo: abceessos, escaras, ete.,
mas sem gravidade quando a molestia evolue rapidamente;
muito serias, pelo contrario, quando a molestia marcha len-
tamente.

O microbio ndo da esporos: elle conserva a forma
vegetativa e por isso mesmo é muito sensivel aos agentes
exteriores. O caldr a 58 durante alguns minutos, os an-
tisepticos em geral e a deseccacdo matam aquelle germen ra-
pidamente. DMas tambem collocado em boas condigdes,
sua virulencia nfo desapparece logo, como acontece com

o carbunculo.

Fazendo-se uma primeira cultura do germen poder-se-4
DO
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ter todos os quatro ou oito dias uma cultura-filha que fixard
a sua virulencia, segundo a data em que tiver sido semeada.
Esta attenuaciio é.hereditaria e permitte praticar a vacei-
naciio nas mesmas condi¢des que a-do carbunculo ; isto é:
inoculando-se primeiramente um virus fraco, e outro mais
forte, doze dias mais tarde.

A virulencia da segunda vaccina deve ser tal que
mate cinco, sobre dez g:illi?)hus ainda udo inoculadas anterior-
mente. A segunda inoculacio confere a immunidade
contra a molestia. Na pratica a inoculacdo faz-se na
ponta da aza, por causa da reac¢iio local que se pode pro—
duzir, tanto mais grave, quanto a molestia geral {61 mais
benigna. ‘

Quando um gallinheiro éinvadido pelo cholera é muito
difficil desinfectal-o. Os antisepticos sio muitas vezes de
um valor illusorio, porque os mierobios penetram no solo, -
onde conservam—se muito bem durante dous ou tres annos.

Os passaros em geral morrem injectados com uma
dése do virus que ndo mataria uma gallinha, ou mesmo
um pombo. -

O coélho é animal muito sensivel ao «cholera das gal-
linhas» e adquire a molestia por ingestio; é mesmo uma
propriedade commum a todos os roedores a de contrahir
aquella molestia pela via digestiva.

Esta circumstancia foi aproveitada na pratica para a
extinc¢@o de coélhos, que em cer{os paizes, como na Aus-
tralia, se reproduzem em numeio tdo consideravel que
constituem uma verdadeira praga muito prejudicial 4
lavoura. Entio communicam-lThes o germen da molestia,
e em pouco.tempo uma extensa epizootia desenvolve-se,
alliviando os campos dos estragos d’aquelles roedores.
Igual procedimento tem-se na Russia com o spermophilo,
outro pequeno animal damninho que causa grande mal &
lavoura d’aquelle vasto paiz.

O cobayo, porém, resiste fortemente ao bacillo : quando.
muito, consegue-se um pequeno abeesso no pounto inoculado,
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em cujo puz encontra-se o germen que vai infectar o solo,
onde outros animaes podem contrahir a molestia.

Os grandes animaes sdo refractarios ao microbio do
cholera das gallinhas.

O serum dos animaes hyper-vaccinados confere a im-
munidade contra a molestia.






ROUGET E PNEUMO-ENTERITE

SUMMARIO — «Rouget» agudo e chronico :
symptomas e lesdes.—Grio de lethalidade.
-—Bacillo do «rouget®» uo sanguc e em ou-
tros orgfos. —Methodos de colora¢ao.—Cul-
tura sobre os diversos meios.—Conservag¢io
dos microbios. — Animaes receptiveis. —
Contagio.—Attenuacio do bacillo.—Serum
dos animaes immunisados.—Septicemia dos
ratos.— Similhanca do bacillo d’estamolestia
com o do «rouget>.—PNEUMO-ENTERITE
dos porcos —&Hog-Choleray e suas diversas
denominac¢des.— Distinc¢io entre esta mo-
lestia e o «rougety». — Cocco-bacillo da
puneumo-enterite : seus caracteres.— Toxina
do «hog-choleray.—Propriedades do serum
dos animaes immunisados.

Em certas circumserip¢des da Bretanha reinava an-
nualmente uma epizootia atacando os porcos. Os prejui-
zos provenientes d’essa molestia attingiam 4 enorme cifre
de quatrocentos milhdes de francos em cada anno! Esta mo-
lestia é o rouget, que apresenta ora a forma aguda, ora a
chronica, havendo muitos casos em que o mal reveste a
forma super-aguda. N’este ultimo caso o porco deixa de
comer, tem calefrios e decita-se na palha, procurando
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abrigar-se ; em seguida apparcce a febre, a respiragio tor-
na-se offegante : apparecem manchas vermelhas ao redor
das orelhas ou na face interna dos membros posteriores ;
mas nem sempre ha tempo para se manifestarem as man-
chas; o povo chama entdo sangue branco a essa forma da
molestia, que termina sempre pela morte.

A forma aguda dura de dous a tres dias e manifesta-se
com 0s mesmos symptomas ja deseriptos, porém menos ac-
cusados. As manchas vermelhas apparecem em grande
abundancia ; em seguida vem uma diarrhéa que conduz
muitas vezes 4 morte. A forma chronica succede ordi-
nariamente a um ataque agudo do mal: as manchas vio
ficando mais desmaiadas e o animal emmagrece consideraf-‘_if
velmente. E’ nesta forma que observam-se 4s vezes lesdes
articulares, que levaram a pensar-se que o animal tinha a
gotta. Os porcos de menos de quatro mezes sio0 raramente
accommettidos do mal ; nos outros mais idosos a molestia é
acompanhada de uma verdadeira endocardite.

Pasteur e Thuillier estudaram o rouget no departa-
mento de Vaucluse; no correr das experiencias elles veri-
ficaram que o sangue e a polpa dos orgios transmittiam a
molestia, e que esta ainda era mais contagiosa quando dada
pelas vias digestivas, Estudando o sangue ao microscopio
elles descobriram entre os globulos sanguineos uns pequenos
bacillos, ndo em grande numero ; estes germens tomam o
gram, que é mesmo o sen methodo de eleigiio; entretanto a
thionina é tambem propria para coloril-os.

Em caldo peptonisado e alcalino o rouget cultiva-se fa-
cilmente, mas a cultura é muaito discreta: o liquido mos-
tra-se apenas ligeiramente turvo ¢ quando é agitado deixa
perceber umas ondulacdes sedosas.

Em gelatina o bacillo d4 estrias excessivamente finas,
com prolongamentos muito tenues, somente visiveis 4 nna
grande claridade, apresentando um aspecto similhante ao
de péllos mergulhados no liquido. Em gelose e sobre ba-
tatas as culturas sfio ainda menos visiveis. O microbio
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vive indifferentemente no ar ou féra d'elle, preferindo,
porén, o estado aerobio. Niio dd espéros e morre a 58° de
temperatura, assim como em presenc¢a dos antisepticos, em
dilui¢does muito fracas.

Inoculando-se a cultura em um porco, o animal nfio
morre; entretanto a injecedo intra-venosa communica o
mal sob uma forma mais grave, como dd-se com a in-
gestdo. A inoculagio, porém, é fatal para outras especies :
nos logares onde reina a molestia observa-se a contaminaciio
natural dos coélhos, dos ratos e dos pombos.

Como ja vimos, o microbio do rouget vao da esporos ;
se elle persiste nos chiqueiros ¢ por um processo analogo ao
do germen do cholera das gallinhas.

Para conservarmos o germen do mal do porco é neces-
sario fazel-o ao abrigo do ar, em ampollas de vidro, fecha-
das 4 lampada. Sempre que se quizer utilisar o germen
¢ preciso rejuvenescel-o por neio de uma cultura; n’estas
condicoes elle readquire a mesma virulencia que tem no
sangue ; pelo que ¢ preferivel conservar o sangue.

Nos chiqueiros faz-se o contagio pela ingestio de ali-
mentos contaminados pelas dejecedes dos animaes doentes.
E’ mais ou menos do mesmo modo que dd-se a contamina-
¢io nos mercados ou feiras de porcos. As epizootias do
rouget podem tomar um grio de lethalidade extraordina-
rio, como succedeo em 1893 na Hungria, onde chegou-se a
registrar 22.000 mortos em 28.000 porcos atacados !

Prepara-se uma vaceina contra o rouget pela attenua-
cao de um virus, que se consegue collocando uma cultura
muito activa na estufa, onde os microbios vao perdendo a
sua virulencia progressivamente, a ponto de ndo matarem
mais os co¢lhos ou os pombos, porém ainda matarem os
atos.  Neste grdao elles conferem ao porco umaimmunida-
de duradoura.

Ha tambem outro processo de attenuacdio, que consiste
em fazer-se passar o microbio pelo organismo do coélho ;
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mas entdo é preciso fazer se uma cultura do germen em
caldo, entre cada numa das passagens de coélho a coélho.
No fim de algumas passagens nota-se que quanto mais
virulento é para o coélho (porque n’este animal a viru-
lencia exalta-se) menos perigoso é elle para o porco.

—A attenua¢do proveniente do habito-que um miecro-
bio adquire vivendo em uma especie nova explica talvez
a vaccina jenneriana, observa o professor Roux.

A vaceinaciio contra o rouget faz-se segundo o processo
posto em pratica contra o carbunculo e o cholera das galli-
nhas : dous virus de intensidades differentes, gua,n;dan‘d'o-se‘,
um intervallo de 12 dias entre as duas injecgbes. Asracas
grasseiras de porcos, os javalis, as velhas racas francezas,
's30 mais resistentes do que as racas finas inglezas, que apre-
sentam grande receptibilidade. para o mal. A idade mais
conveniente para a vaccinagio é a de quatro mezes; uma
unica vaceinac®o, (com os seus dous tempos, j4 se vé), chega
de sobra para preservar os porcos durante sua carta existen- ‘
cia, destinados, como sdo esses animaes, a morrer novos. Os,
varrdes, porém, devem ser vaccinados de dous em dous
annos.

Os bons resultados colhidos em Franga com esta vac-
cina sio evidentes. A mortalidade media dos porcos néo.
vaccinados e atacados de rouget é de 25% ; ao passo que
para os vaccinados é apenas de wm por cento. Fazendo-se
uma especie de molho com os musculos de coélhos hyper-
vaccinados obtem-se uma sorte de serum que é preventive
e péde mesmo algumas vezes curar oS animaes contami-
nados, nos casos em que o molestia estd apenas em comeco.
Esta immunidade, porém, nfio persiste.

O microbio do rouget tem tanta similhanca com o da
septicemia do rato que quasi torna-se impossivel differen-
cial-os. Os symptomas sio os mesmos nas duas molestias
e as culturas tém a mesma apparencia ; somente, em caldo,
o microbio da septicemia dd prolongamentos, por ventura
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ainda mais tenues, do que os da outra molestia, O germen
da septicemia ¢ aero-anaerobio ¢ ¢ muito mortifero para os
ratos, mas niio mata o8 pombos, ¢ injectado no poreo s6
lhe causalesdeslocaes.  Durante algum tempo quiz-se con-
fundir todas as molestias do porco conhecidas pelas deno-
minacoes de iouget, mal vermelho, purpura, erysipela, wrti-
caria, emfim todas as molestias contagiosas do porco, com
a pneumo-cnterite infecciosa que ataca esse animal e ¢é
uma doen¢a « contagiosa, virulenta, inoculavel devida a
uma bacteria ovoide, e caracterisada clinicamente pela pre-
senca de focos inflammatorios no pulméo e intestinos » (No-
card). A diarrhéa acompanha sempre o desenvolvi-
mento da molestia, notando-se 4s vezes manchas vermelhas
ao redor das orelhas do animal e ainda em outros logares.

O diagnostico differencial entre o rougetl e a pneumo-en-
terite do porco, eni certos casos duvidosos, firma-se injectan-
do-se os productos patholegicos em animaes. Com effeito:
o rouget mata o coellio e o pombo; mas poupa o cobayo.
A pneumo-enterite, pelo contrario, mate muito rapidamen-
te o cobayo, mas poupa o coelho e o pombo.

A molestia tem wma synonimia muoito variada nos di-
versos paizes : em Franca ¢ conhecida por pneumo-enterite
(Cornil e Chantemesse) : na Inglaterra infectious-pnevmo-
enteritis e swine fever (Klein) ; na Allemanha Schweineseu-
che (Leeftler e Schuetz) ; na Succia seinpest (Selander) ; na
Dinamarca consideram-na a diphteria do porco ; nos Esta-
dos Unidos hog-cholera (Salmon) ; hog-fever (Law) e swine-
plague (Detmers). Certos authores querem ver uma diffe-
renca entre algumas d’estas denominagdes, que designam,
segundo celles, molestias diversas : mas os trabalhos recen-
tes  de bacteriologistas de varias nacionalidades estdo de
accordo sobre a unicidade da molestia.

No comeco o mal produz congestao para os pulmdoes

]
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¢ intestinos; os follicnlos inflammam-se, as placas. de
Peyer ulceram-se e a diarrhéa nfo tardaa vir. Nos pul-
mdes encontram-se verdadeiros derramamentos serosos e
em certos pontos ha hepatisacio.

No campo do microscopio divisa-se um bacillo ovoide
parecendo um coccus, on melhor, um cocco-bacillo, que néo
pode ser confundido com outros ; elle ndo toma o gram,
mas acceita bem a thiouina.

Nas formas chronicas a diarrhéa ndo cessa e a au-
topsia deixa ver falsas membranas, sob 1S quaes a mucosa
ulcerada apresenta uns pontos amarelladas.

O microbio injectado reproduz a molestia. Absor-
vido pelas vias digestivas causa diarrhéa e, a nienos que as
doses sejam enormes, em geral eile ndo mata, quando intro-
duzido pela via gastriea. ’

Cultivado em caldo deixa o liquido turvo ; em agarno-
ta-se uma camada humida e bastante espessa ; e sobre gela-
tina apresenta-se em colonias de aspecto mucoso. O ba-
cillo 6 dotado de movimentos, com especialidade nas cul--
turas novas ; elle pode matar rapidamente um coélho e
nesta especie a sua virulencia exalta-se por meio de pas-
sagéns successivas. Na primeira passagem os microbios
encontrados nosangue do animal sdo um pouco longos; mas
nas seguintes, quando a sua vivulencia j4 é mais elevada,
elle volta 4 forma curta ; é n’este estado de grande exalta-
¢do que o microbio mata em quatro ou cinco horas um
coélho, produzindo-lhe polyuria e paralysia. O animal
deita-se, solta um grito e logo depois morre.

Este mesmo virus evolue no porco muito mais lenta-
mente : é preciso cerca de uma semana para chegar 4 ter-
minacio fatal, ¢ muitas vezes o animal escapa.

Aquecendo-se a 58" um pouco de sangue de um coelho
morto de hog-cholera, todas as bacterias morrem ; si o
liquido for, para maior seguranca, filtrado na vela Cham-

berland, matard, na dése de meio, ou de um centimetro
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cubico, um cotlho, produzindo-lhe todos os symptomas da
molestia aguda.  Entretanto si o liquido {or aqueeido a 70,
as suas propriedades modificam-se e os animaes sensiveis
osupportardao em doses elevadas, ficando, porém, os coélhos
cacheticos. Selander injectou pequenas ddses d'esta to-
xina e foi progressivamente augmeuntaudo-as até uma quan-
tidade tal, que injectada a primeira vez mataria com cer-
teza o animal. Se n’esse momento lhe injectarmos um
virus muito activo o animal resistird ; succumbird, porém,
se Jhe ministrarmes uma dose sufflciente de toxina.

Isto quer dizer que a immunisacdao coutra o virus do
hog-cholera apparece muito mais cedo do que a immunisa¢ao
contra a sua toxina ; porque virus e toxina siao cousas diver-
sas, conforme veremos opportunamente.

O professor Metehnikoff demonstrou que o serum dos
animaes hypervaccinados pelas toxinas possue qualidades
preventivas, e que a vaccinac¢dio praticada com este serum
pode ser efficaz, ja havendo mesmo se dado o contagio.
Todavia o serum nédo tem accio sobre as toxinas.

Quiz-se estabelecer uma distinec¢do entre o hog-cholera e
preumonia infecciosa ; mas sob o ponto de vista bacteriolo-
gico tal distineciio ¢ wm pouco phantasista, e é o caso de
lembrar que o bacillo pode ter duas viruleuncias, produzindo
effeitos clinicos um pouco differentes, sobretudo exer-
cendo sua accao sobre orgdos diversos. Ainda pdde-se
admittir que um mesmo germen tendo duas portas de en-
trada, em uma vez entra pelas vias respiratorias € em outra
pela via digestiva. N’este caso as ligeiras variagdes clinicas
nao podem ser devidas ao modo de penctra¢do do germen
na economia? — Segundo o professor Roux ndo se deve
fazer distine¢dio entre os germens das duas molestias, ou
melhor : entre as duas formas da molestia.

O hog-cholera ou pneumo-enterite do poreo é mais fre-

quente do que o rouget, na America do Norte. Os medicos
d"aquelle paiz muito tém estudado a molestia ; mas a des-
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peito dos trabalhos de Salmon e de outros, n#io se conhece
ainda a vaccina contra a swine plague, como ji possuimos
uma contra o rouget ; entretanto em Cincinnati e Chicago
s30 enormes os prejuizos provenientes d’aquella primeira
molestia.



MORMO

SUMMARIO— «Mormo» nos equideos e no ho-
mem. — &Mormo e farcino.»—Formas da
molestia.—Symptomas e lesdes.—Contagio.
—Trabalhos de Rayer.—Bacillo do mormo :
sua cultura.— Experiencias de Nocard. —
Attenuaciio do virus.— Productos toxicos
do bacillo— A malleina.— Injeccdes mnos
animaes : reac¢oes caracteristicas.—A mal-
leina fixa o diagnostico nos casos duvido-
sos.— Natureza e propriedades da « mal-
leina®.

O « mormo» é uma molestia que ataca de preferencia os
equideos, mas que pode-se communicar ao homem e a ou-
tros animaes.  Quando a molestia manifesta-se nos orgaos
internos e ataca as fossas nasaes, recebe o nome de mormo
propriamente dito; quando ella ataca unicamente os or-
ghos externos toma a denominacdo de farcino, que tanto
no homem como no cavallo, ndo ¢ mais do que a manifesta-
c¢ao cutanea do mormo.

No cavallo o farcino reveste a forma aguda ou chro-
nica; a primeira, muito mais rara do que a outra, traz uma
grande elevacio de temperatura; apparece de repente uma
inchacdo em um dos membros, a qual desapparece do
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mesmo modo, deixando porém em-seu logar uma erupcio
composta de botdes, que nio tardam a amollecer e ulcerar-
se, complicando-se muitas vezes de phagedenismo. Os
vasos lymphaticos inflammam-se e as ulceragdes pédem ser
em grande numero e d’ellas succumbir o animal.

Quando a molestia apparece sob a forma chronica
apresenta uma serie de elevacdes disseminadas pelo corpo;
essas elevacbes deixam escapar, pela ulceracio que nio
tarda a apparecer na sua parte central, um liquido viseoso, a
que dfio o nome de «oleo de farcino». Destes pontos ulce-
sados partem tracos de lyinphangites constitnindo «a corda
rarcinosa», que vai terminar nos ganglios, que, por sua vez
s#0 duros e engorgitados, porém sem nenhuma tendencia 4
fuppuracio.

O mormo, isto é: a outra manifestacio do mal, pode
igualmente ser agudo ou chronico. No primeiro estado a
temperatura sébe 4s vezes até 42° Uma especie de corri-
mento (jetage) muco-purulento, ¢or de ferrugem, sanguino-
lento, faz-se pela venta do cavallo; apparecem sobre as
narinas umas pequenas saliencias, que transformam-se em
pustulas e por fim em ulceras. Logo apds vem a dyspnéa,
indicando que os pulmdes foram invadidos pelo mal. Ha
derramamento nas pleuras e nas articulacdes, grande esgota-
mento e a morte pde termo ao soffrimento do pobre animal,
quando a molestia ndo tem de passar ao estado chronico,
0 que é o caso mais commum. Este estado caracterisa-se
por um corrimento chronico rebelde, nlceragdes nasaes e
engorgitamento de ganglios ; na mucosa nasal percebem-se
ulceragdes, ou entdo «cicatrizes estrelladas» muito importan-
tes para o diagnostico. No espa¢o comprehendido entre os
dous ramos da maxilla’inferior («uge) como chamam os fran-
ezes, apparece uma glandula endurecida, cheia de bossas,
sem tendencias a suppurar, que os veterinarios consideram
de alto valor para o diagnostico, ainda mesmo que seja essa
glandula o unico signal notado.

As lesdes 'eucontradas, autopsiado o animal, sio ca-
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racieristicas.  No estado agudo do mormo o pulmio é o
orgao maiscompromettido: infarctus, nueleos pneumonicos,
deixando correr puz ao corte ou & simples pressio, der-
ramamento nas pleuras e espessamento dos tecidos. En-
contram-se tambem no pulmao tuberculos amarellos, ou
translucidos, cercados de uma zona congestiva ; na forma
chronica da-se a evolucdao completa d’esses tuberculos. Na
mucosa pituitaria vém-se uleeragdes que estendem-se pela
trachéa, pelos grossos bronchios e até peios de menor
calibre.

O mormo ¢ muito contagioso e o homem cstd sujeito a
contrahil-o por intermedio do muco-catharro nazal do ca-
vallo, do puz das ulceracdes, do succo das glandulas, das
lesoes pulmonarves, ete.  Os individuos que tratam dos ani-
maes  estdo muito expostos ao contagio do farcino ou do
mormo.

No homem o farcino caracterisa-se pelos corddes de
Ivmphangite, sobre os qunaes apparecem as ulceracoes.
Quando a molestia tem sido 1noculada na face é mais
grave do que em outra qualquer parte; no estadochronico
o farcino dura muito tempo ¢ pode terminar pela cura.

O mormo apresenta-se no homem acompanhado de
abeessos subeutaneos ou intra-musculares, que acabam por
ulcerar-se.  Ha febre intensa, ulceracoes das fossas nasaes,
estado geral grave seguido de morte em poucos dias. A
forma chronica pode durar annos.

Foi estudando o mormo humano em 1837, que Rayer
demonstrou a identidade da molestia no homem e no ca-
allo.  Mais tarde outros fizeram inocula¢Oes de uns a ou-
tros animaes. O asno ¢ de todos o mais sensivel e é consi-
derado o melhor areactivor para o mormo agudo.  Kisa ma-
neira de inoculal-o :—cortam-se os pellos da fronte do ani-
mal, praticam-se sobre a pelle escarificacoes verticaes e pa-
rallelas; deixa-se correr um pouco de sangue e esfrega-se
a regiio com um chumago embebido do puz suspeito.
Alguns dias depois a temperatura sobe, os vasos lympha-
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ticos inflammam-se e vém-por fim adenites multiplas; nos
pon‘tos inoculados apparecem as ulceragdes, de onde tran-
suda vm liquido purunlento. O animal pdde morrer dentro
de cinco ou seis dias, sendo muito raro que elle viva mais
de quinze dias. \

Tambem aquelle animal poéde apresentar o mormo
chronico. Cita-se o caso de Al'loiilg, que tendo inoculado
em um jumento productos duvidosos, e sd tendo obtido uma
reaccdo muito insignificante, acreditou nfo ter inoculado o
mormo. Mas o animal, tendo sido mais tarde e por um
outro motivo sacrificado, todas as les6es da molestia foram
encontradas no pulmao.

O cho resiste, mas afinal adquire o mormo por ino-
culacdo.

O cobayo serve para fazer o diagnostico rapido da mo-
lestia, que éacompanhada de sarcocéle agudo, sbbretudo se
ataca os cavallos de sangue. Esta propriedade foi utilisada
por Straus, que inoculou cobayos machos no peritoneo e
conseguio ver desenvolver-se sempre n’estes pequenos ani-
maes o sarcocéle agudo. '

O microbio do mormo foi descoberto, quasi que ao
mesmo tempo, por Bouchard, Capitan e Charrin em Franca,
e por Schuetz e Leeffler na Allemanha. O bacillo encon-
tra-se em todos os productos mormosos; no corrimento
nasal e onde elle é mais raro e vem de mistura com outros
germens ; tem a forma de bastonétes com as extremi-
dades arredondadas e nada tem de caracteristico ; toma e
perde facilmente as cores. Nos abcessos amarellos sio os
bacillos um pouco mais abundantes.

Depois de fixada a preparaciio é preciso coloril-a pelo
azul de Leeffler, ou pela fuchsina de Ziehl, ou ainda pelo
azul de «toluidina,» que sio as cores que o bacillo recebe
melhor. Com a thioninae o alcool elle conserva uma cor
avermelhada. ‘

Nos cortes de tecidos encontra-se o bacillo em grande
abundancia, quando as lesdes sdo agudas ; é raro, porém,
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e difficil de achal-o nas lesdes antigas. Os tuberculos
mormosos teem uma grande analogia com os da tubercu-
lose ; mas distinguem-se dos tuberculos d’esta molestia pela
auzencia de cellulas gigantes ; s&o antes detritos cellulares
constituidos por leucocytos polynucleares degenerados : é
no meio d’estes detritos que estdo os bacillos amontuados ;
ahi o processo do alcool e da thionina deixa ver os ba-
cillos coloridos de vermelho e os restos de cellulas de
azul.

Nao é difficil obter-se culturas do bacillo, tirando-o
dos tuberculos, onde elle existe quasi no estado pureza, e
semeando-o directamente em qualquer meio que possa sup-
portar a temperatura ordinaria da estufa ; sem esta tempe-
ratura o microbio ndo prolifera. O meio liquido que mais
lhe convem é caldo peptonisado, contendo 49, de glycerina.

Em gelose, semeado por estrias, apparecem pequenos
pontos brancos que nada tém de especial ; sobre batata,
porém, a cultura é caracteristica : a tuberosa torna-se acin-
zentada e vai escurecendo até ficar preta ; na superficie
notam-se tracos pardacentos que vdao tomando um matiz
mais carregado, chegando até a cor do chocolate. E’ pre-
¢iso que a batata nido seja acida, e a de cOr amarella ainda
fornece melhores culturas.

Isolado e cultivado o bacillo, é ainda necessario para
fixar o diagnostico, inoculal-o em animaes. Do corrimento
nasal ou muco expellido pelas narinas dos animaes doen-
tes inocula-se um pouco sob a pelle de um cobayo (nunca
no peritoneo) porque os microbios associados poderiam
produzir uma peritonite mortal, antes do germen mormoso
desenvolver-se. Em seguida nota-se uma nodosidade que
amollece no centro e é acompanhada de adenite. Faz-se a
ablacio do ganglio, que depois de triturado e diluido em
caldo é entdo inoculado no peritoneo de um segundo co-
bayo ; dous ou tres dias mais tarde desenvolve-se uma or-
chite e o pequeno animal morre antes do primeiro que

24
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tinha sido inoculado sob a pelle e que lhe forneceo o
germen do mal.

O coélho resiste muito mais do que o cobayo. A ino-
culacdio subcutanea é acompanhada de uma nodosidade in
loco, mas sémente depois de dous ou trez mezes é que se
faz a generalisacdo, escapando ainda assim o animal.

O cavallo e -0 asno, j4 vimos que tém grande recep-
tibilidade. Os felinos podem adquirir o mormo e j4 tem-
se observado lides contaminados, por terem sido alimenta-
dos com a carne de animaes doentes, Os cies sdo quasi re-
fractarios : apenas obtém-se ulceracdes locaes que nio se
generalisam.

O bacillo do mormo cultivado perde logo sua virulen-
cia e morre sem dar germens, de maneira que é preciso
todos os quatro ou cinco dias fazer novas culturas sobre
batata. F’ pois um microbin muito franzino que morre
pela deseccacfio, pelos antisepticos fracos e pelo calor a 60
grios.

As esponjas com que lavam as ventas dos cavallos, e
esta pratica é de uso geral e frequente em toda a Europa,
transportam o germen de uns a outros animaes,

Nocard deinonstrou que o mormo é muitas vezes tran-
smittido pela via gastrica, tendo por origem os bebedouros
communs a muites animaes. E’ assim que elle dissolveu
um pouco de virus em um balde d’agua, que foi absorvida
por um cavallo, e este no fim de oito dias apresentou os
primeiros symptomas da molestia.

O virus do mormo attenua-se facilmente. Pode-se
tambem exaltal-o por meio de passagens atravez de series
de animaes, como fez Gamaleia tomando para substratum

0 spermophilo ; o virus ficon ecom uma actividade capaz
de matar uin coélho.

Y,

? conhecida a experiencia de Protopopoff : elle ino-
culou o mormo nas veias de um coélho ; depois da morte
d’este inoculou um segundo, depois um terceiro e assim
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por diante, conseguindo afinal matar um coélho sobre dous
inoculados, com uma ou duas gottas de uma dilui¢o de cul-
tura em caldo. Este virus assim exaltado para o coélho, o
¢ tambem para o0s outros animaes.

— Serd possivel immunisar-se um animal contra o
mormo ? Straus mostrou que injectando-se nas veias de um
30 uma pequena quantidade de uma cultura hyperviru-
lenta, ou mesmo sob a pelle, o animal morre rapidamente.
Levando mais longe as suas experiencias elle ainda mostrou
que as injeccdes feitas com as velhas culturas davam apenas
a molestia, mas o animal se restabelecia ; entretanto inocu-
lado de novo sob a pelle, o cho ainda apresentava uma
lesdo local ; é que esta immunidade era apenas relativa.

Finger e Zakharoff tambem fizeram tentativas repe-
tidas para immunisar os animaes contra o mormo, mas
nada obtiveram de positivo ; e de todas as experiencias
conclue-se que si ndo pode-se ainda immunisar um animal
qualquer, pode-se contudo diminuir-lhe a resistencia.

O bacilldo do mormo da nascimento a productos toxi-
cos ; o veneno pode ser retirado de uma cultura muito vi-
rulenta feita em caldo. Aquece-se a cultura a 100° e eva-
pora-se até que o liquido fique reduzido 4 decima parte do
seu volume; filtra-se e obtem-se-um producto escuro, de
composicio muito complexa que a glycerina torna viscoso ;
é a malleina, que tem propriedades analogas as da tuber-
culina.

A malleine quando injectada em um animal doente de
mormo provoca uma reaccdo caracteristica, ao passo que
nos animaes sios a reaccdo ¢ insignificante. A grande
reaccio traduz-se por um edema consideravel, duro, dolo-
roso, nolponto inoculado, e por uma eleva¢io de tempera-
tura superior a dous grios.

Estes phenomenos sdo de um auxilio preciosissimo
para o diagnostico precoce do mormo latente. Emprega-se
a «malleina» diluindo-se um centimetro cubico do producto
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bruto em nove centimetros cubicos de agua phenicada a
5/1000 ; d’esta dilui¢do emprega-se 2 1/2 ¢. cubicos em um
cavallo. A temperatura do animal deve ser tomada dias
antes da injeccdo para ser comparada com oS resultados
obtidos nos dias subsequentes.—Pouco depois da injecgiio
apparece um calefrio, que é seguido de febre ; oito ou dez
horas mais tarde o augmento de caloér é consideravel.

Compara-se a temperatura normal com a mais alta ele-
vacio observada apds a injecciio e, sia differenca é de menos
de 1°,5, 0 animal deve ser tido como suspeito ; si a diffe-
renca é de mais de 1°,5 o animal estd com certeza atacado
de mormo.

—Cada vez que um animal reage 4 «malleina» deve ser
abatido 2 — pergunta o Dr. Roux. FE’ uma questio muito
discutida actualmente na Europa. A legislagio sanitaria
de varios paizes, entre elles a Franca, assim odetermina.

Entretanto o Dr. Roux pensa que se os cavallos
doentes fazem parte de uma grande agglomeragfio como a de
um regimento, de uma companhia de transporte, etc., os
animaes contaminados devem ser sacrificados; mas se os
cavallos s30 pouco numerosos e sendo o isolamento prati- -
cavel, dever-se-4 tentar a cura, que pode ter logar em al-
guns casos, ao ar livre, no campo, durante alguns mezes.
O mormo é curavel em suas formas benignas, formas que s6
poderam ser conhecidas depois da descoberta e emprego da
malleina.

Ainda a malleina é muito util para o diagnostico do
pseudo-mormo ; de facto : muitas lesdes externas tém sido
confundidas com asdo farcino ea malleina ndo reage n’estes
casos. A substancia chimica da malleina é mal conhecida;
mas as suas propriedades sio analogas as da tuberculina.
Ella resiste 4 ebulligio; unida 4 glycerina conserva por
muito tempo suas propriedades; precipita-se pelo alcool, e
purificada torna-se menos activa. A malleina foi prepa-
rada pela primeira vez fazendo-se uma mistura de corpos
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do bacillo com glycerina, o que dd em resultado uma solucio
clara, que precipita-se pelo alcool e contem um pouco de ma-
terias albuminoides; parcce, portanto, que esta toxina néo
pertence 4 classe das albumoses. A malleina é mais no-
civa do que a tuberculina, quando injectada nos animaes
S408.







TETANO

SUMMARIO.— O tetano é contagioso.— Obser-
vacdes clinicas. — Experiencias : inocula-
¢0es.— Descoberta do bacillo.— Kitasato
isola 0 microbio.— Morphologia.—Esporu-
la¢do.— Coloracio.—Culturas.— Resisten-
cia do bacillo. — Isolamento.— Toxina.—
Immunisagdo.—O serum anti-tetanico : ac-
¢do curativa e acciio preventiva.— Resulta-
dos obtidos.

O facto observado nos hospitaes, de individuos de mo-
lestias diversas contrahirem o tetano, occupando succes-
sivamente um leito onde havia estado, ou fallecera um do-
ente d’aquella molestia, ji4 tinha, ha alguns annos atraz,
chamado a attencio dos medicos e despertado a suspeita
vehemente de que o tetano era contagioso. As observa-
¢6es multiplicaram-se n’este sentido e registraram-se series
até de ciuco pessoas occupando o mesmo leito e adquirindo
successivamente o tetano.

Os veterinarios, por seu lado, observaram tambem
serics muito extensas nos animaes, logo apoz a castracio
dos mesmos, em turmas mais ou menos numerosas, parti-
cularmente nos cavallos, especie em que a molestia era
commum. I)’ahi nasceo a ideia da origem equina do te-
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tano, hypothese que nos ultimos annos deun logar a varios
escriptos e pesquizas. Uma nocio ficara no animo dos in-
vestigadores :—que as feridas das extremidades eram as
mais sugeitas a dar a molestia, e si ellas vinham sujas de
terra, esterco, ou continhamn corpos estranhos provenientes
do sélo, o caso era particularmente grave, no que dizia res-
peito ao apparecimento muito provavel do tetano.

Do terreno da simples observaciio dos factos clinicos
passou-se para o campo da experimentagdo, onde desde
logo ficou demonstrada a transmissibilidade da molestiaea
sua natureza infecciosa. Foi no anno de 1884 com effeito
que Carle e Rattone demonstraram o contagio incisando
uma pustula de acne, que tinha sido @ porta de entrada ou
a origem do tetano em um individuo, injectaram o pro-
ducto na bainha do sciatico, no canal rachidiano e nos mus-
culos dorsaes de coélhos em numero de 12, conseguindo
communicar o0 mal a 11 d’aquelles animaes. -

No anno seguinte, em Goettingen, Nocalaier assigna-
lava a presenca de um germen estranho, um bacillo muito
delgado, ‘no meio do puz retirado do ponto das inoculagdes
que elle fazia em varios animaes, para demonstrar a viru-
lencia da terra, 4 qual elle attribuia um papel etiologico no
desenvolvimento do tetano.

Nicolaier conseguio fazer com aquelle puz diversas
passagens de coélho a coélho e obteve culturas impuras, é
verdade, mas que matavam até a septima geracio.

De novo, em 1886, foi o bacillo de Nicolaier encon-:
trado na ferida de outro individuo fallecido de tetano.
Rosenbach incculou productos d’aquella ferida e commu-
nicou a molestia a ratos, coélhos e cobayos ; foi ainda aquelle
experimentador quem pela primeira vez chamou a attencio
para a morphologia do microbio, que affecta a forma espe-
cial de.alfinete ou de «vaqueta de tambor.»

S6mente em 1889 poOde-se isolar e cultivar o bacillo do
tetano, cabendo esta tarefa ao distineto bacteriol-ogista japo-
nez Kitasato, que entdo fazia a sua educacio technica em
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Berlim, sob a direc¢io de Behring ; elle fez um estudo
completo do bacillo, sob o ponto de vista de sua cultura,
morphologia e ac¢do sobre os animaes. Na Francga fizeram
estudos importantes sobre o mesmo assumpto Sanchez de
Toiedo ¢ Veillon, Vaillard e Vincent e Rouget.

O microbio ¢ encontrado ora sob a forma esporulada,
ora sem esporos.  Nas culturas recentes elle tem a forma de
pequenos bacillos muito finos ¢ alongados, com as pontas
ou extremidades arredondadas, apresentando uma ligeira
mobilidade ; na auzencia do oxygenio os movimentos sio
flexuosos, lentos, ¢ cessam quando os espdros se formam.

Nas culturas de 3 ou 4 dias, a 37’ de temperatura ja
encontram-se formas esporuladas, e no decimo dia quasi
todos os bacilles tém esporos; mas se a cultura ¢ mantida
sob a accdo de um caldor de 20 a 25 grios a esporulacio
faz-se tardiamente, comecando 14 para o decimo dia. Nos
bacillos esporulados uma das suas extremidades apresenta
uma pequena esphera que lhe dd o aspecto de um alfinete.

As cores basicas da anilina convém ao bacillo, que
tambem toma o gram.  Quando s6 ha esporos os bastonétes
¢ o contorno do esporo guardam a coloracao : o centro fica
incolor dando ao mierobio a forma muita caracteristica de
uma palmatoria.

O microbio ¢ anaerobio, sem ser todavia muito sensi-
vel ao oxygenio, como outros anaerobios; tanto assim que
elle pode habituar-se a viver em um ar pouco rarefeito.
Apezar disso, porém, o melhor é fazer culturas anaerobias.
A temperatwra que the convem estid comprehendidaentre 14°
e 43°, mas a sua temperatura optima é a de 38. Em caldo
de carne recentemente preparado, a28° e mesmoa 29°, em um
tubo de Roux, o bacillo prolifera : dentro de 24 horas o meio
turva-se e nota-se o desprendimento de pequenas bolhas de
gaz, que do fundo do vaso sobem 4 superficie do liquido.
Mais tarde, uns 15 dias depois, forma-se um precipitado e
o liquido n'esta oceasido torna-se claro e deixa escapar um

25
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cheiro desagradavel, que muitos comparam ao da carne
queimada.

Em gelatina faz-se uma cultura profunda em um tubo
privado de ar, de modo que a agulha penetre nas ultimas
camadas do substratum. Depois de alguns dias a gelatina
comega a liquefazer-se ¢ no fundo do tubo apparece um
deposito floconoso, acima do qual o meio conserva-se lim-
pido. Em gelose, em serum coagulado, em leite, o bacillo
de Nicolaier prolifera. Sobre batatas, collocadas nos tubos
de Roux para as culturas dos anaerobios, o microbio des-
envolve-s¢ com muita lentidao : forma-se uma camada fina
humida e luzidia, parecida com as culturas do bacillo
typhico.

Grande é a vitalidade do microbio do tetano, que
offerece muita resistencia aos diversos agentes de destrui-
¢do0 ; de facto o espdro resiste durante duas horas a 80° de
calor humido ; entretanto a agua a 100° mata-o em oito mi-
nutos. Os espoéros seccos, misturados com terra ¢ guarda-
dos ao ar livre, mas ao abrigo da luz, conservam durante
mezes a sua virulencia. A irradiacio solar ou a luz
diffusa modificam profundamente a maneira de germinacio
do bacillo, que perde a faculdade de esporular e deixa de
ser pathogenico. Resulta das experiencias feitas por
Vaillard e Vineent que o microbio quando exposto na su-
perficie do solo 4s causas de destruicdo, desapparece logo,
ou attenua-se.

O germen pdde ser procur: lo, ou na terra, especial-
mente nas terras dos jardins ond - elle abunda, ou, no puz
e em outros productos das feridas tetanicas. Para obtel-o
e isolal-o dilue-se um pouco de terra e inocula-se em um co-
bayo; morto o animal procura-se o germen no logar da
inoculac¢dio, porque o bacillo de Nicolaier ndo se generalisa :
no sangue nunca é elle encontrado, excepto quando se tem
inoculado grandes quantidades de culturas nas veias ou no
peritoneo do cobayo. Recolhidoum pouco do puzon de ou-
tros productos da ferida tetanigera em uma laminuala é
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preeiso colorir a preparaciio. ou pela fuchsina phenicada
ou pelo krystal-violeta igualmente phenicado : 0 exaie mi-
croscopico mostrard o bacillo esporulado ou ndo. Deve-se
fazer um grande numero de preparacdes, porque 4s vezes
ha tdo poucos germens ¢ ainda assim de mistura com outros,
que torna-se difficil descobril-os.

Pelo facto de ndo se encontrar o bacillo de Nicolaier
enm uma prepara¢dao examinada ao microscopio, nao se
deve concluir pela ndo existencia do germen, diz Besson.
Submette-se o puz 4 prova das culturas, semeando o em
caldo de carne, ou mantendo a cultura no vasio a 38 ou a
39 de calor e notando-se entdo as transformagdes a que
j4 nos referimos atraz e que habilitardo o observador a for-
mar um juizo seguro.

Quando apezar de tudo o microbio tetanigeno continta
mascarado ou reunido ao vibrido septico, associacio que
¢ mnito commum, a pesquisa deve terminar pelo isolamen-
to no tubo de Vignal para a cultura dos anaerobios ; as-
pira-se o contetitlo de um tubo de gelatinasemeado com um
pouco da cultura no apparelho de Vignal e logo apparecem
as colonias isoladas do mierobio, caracterisadas por peque-
nos pontos alvadios tformando espheras floconosas, de onde
partem raios muito finos e dispostos em forma de borla,
(ue fluctua na gelatina liquefeita.

I[noculando-se directamente o puz suspeito em um co-
bayo ou em um camundongo (animal muito sensivel) os sym-
ptomas do tetano se apresentariio logo depois, se com etfeito
tratar-se do germen d’esta molestia. K’ conveniente sa-
ber-se que no tetano experimental as contracgdes comecan
ordinariamente pelo grupo de musculos situados no ponto
de inoculac¢ido e d’ahi vao pouco a pouco compromettendo
os musculos visinhos até a sua generalisacio completa.

Das culturas do bacillo de Nicolaier, Kitasato e outros,
entre os quaes Brieger, extrahiram substancias que ti-
nham os caracteres das ptomainas a cuja accio elles attri-
buiam os symptomas da molestia ; hoje, porém, estd pro-
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vado que as ptomainas nada tém que vér com a toxidade
das culturas do bacillo tetanico, cuja foxina estd bem co-
nhecida e tem sido objecto de estudos muito importantes.

Obtem-se a toxina do tetano do seguinte modo : se-
meado o bacillo em caldo peptonisado, segundo o modo ji
dito, deixa-se a cultura durante quatro ou cinco semanas
exposta & temperatura de 35° e ao abrigo do ar. Depois
d’esse prazo é a cultura filtrada na vela Chamberland,
ficando um liquido muito toxico, que injectado na dése de
1/4000 de centimetro cubico mata um ratinho.

A toxidade das culturas péde ser consideravelmente
augmentada, tomando-se para substratum um meio em que
uma primeira geracdo do microbios ja tenha vivido e elabo-
rado seu veneno. N’essas condigdes a toxina assume uma
virulencia espantosa : a centemillionesima parte de wn centi-
metro cubico é capaz de matar o rato. A toxina diffunde-
se com muita rapidez, como prova a seguinte experiencia:
injecta-se um pouco da cultura no ponto em que a absor-
p¢do se faz com a maior lentiddo, como é, por exemplo, a
extremidade da cauda de um rato, e tres quartos de hora
depois secciona-se a cauda a uns cuatro centimetros acima
do ponto inoculado e o animal morre sempre de tetano.

O veneno tetanico tem a carecteristica das didstases ou
enzymas, conforme verificaram Knud, Tizzoni e MUe Cat-
tani e Vaillard. Chimicamente as suas analogias mais fri-.
santes sdo com o veneno diphterico ; o calor a 80°, durante
3 horas consecutivas, destroe o veneno tetanico.

Behring e Kitasato ndo tendo podido immunisar os
animaes por meio de pequenas doses de toxina, soccorre-
ram-se do methodo mixto, que consiste em injectar toxina
e trichlorureto de iodo ao mesmo tempo e conseguiram vac-
cinar coélhos.

Roux e Vaillard s6 empregam hoje nas inoculacdes
vacecinaes a toxina addicionada de uma solugio de iodo, que
constitue, como veremos mais longe, o processo do primeiro
d’aquelles bactoriologistas para a diphteria. Apezar dos
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aperfeicoamentos introduzidos na techuica da immunisa-
¢do, muito pouco tem-se conseguido do serum anti-teta-
nico como curativo, mesmo nos animaes. Entretanto os
veterinarios exaltam as virtudes preventivas do serum, que
lThes tém permittido operar a castracio dos cavallos sem o
menor accidente tetanico, muito {requente outr’ora, s6-
mente administrando doses preservadoras aos animaes.
No homem os resultados ainda sio menos favoraveis; (1)
apenas verifica-se que nas formas ligeiras tem-se obtido
algum resultado, como alids sempre sueccedeu com os tra-
tamentos classicos.  ntre outros cita-se o caso de wm gargon
de um dos laboratorios da cidade de Lyon, que tendo-se
inoculado accidentalmente na mao com productos tetanicos,
logo depois comegou a ter contracedes nos musculos do ante-
braco. Transportou-se immediatamente a Pariz e no «In-
stituto Pasteur» recebeu o tratamento serotherapico anti-
tetanico, que foi n’este caso eificaz, ficando o moc¢o curado
rapidamente.

Na grande maioria dos casos, especialmente nas formas
mais serias da molestia, o serum anti-tetanico tem fa-
lhado como meio curativo ; ao passo que tem sido util como
preventivo aos veterinarios.

(1) Ao entrar este trabalho para o prélo chegam noticias telegra-
phicas de que o Dr. Roux acaba de introduzir um grande progresso na
medicina, consegnindo curas do tetano confirmado por meio da scrothe-
rapia, segundo se deprehende de tido laconica noticia.






LEPRA

SUMMARIO—Descoberta de Hansen : — O ba-
cillo da lepra : suas propriedades e modo de
coloracdo. — Tentativa de culturas do ba-
cillo.—Inocula¢io da lepra nos animaes.—
O bacillo nos tecidos ¢ orgios humanos.—
Pseudo-tuberculose bacillar.—Tuberculose
zoogleica.—Propriedades domicrobio d’esta
molestia.—Inoculacfio nos animaes.

A lepra ¢ muito commum em alguns paizes, ao passo
que ¢ rarissima em outros, como a Franca e em geral a
Europa central. Cada dia nota-se que a molestia vai con-
quistando novos paizese se infiltrando cada vez mais pelas
diversas camadas sociaes, sem duvida porque nos tempos
modernos muito se tem descurado as medidas de isolamento,
tdo rigorosas oufr’ora, com as gafarias que multiplica-
‘am-se e serviam para sequestrar os leprosos do resto da
sociedade. Nos ultimos annos porém, ha um movimento
em favor da scquestra¢do ¢ neste sentido trabalham os
leprologistas mais authorisados.

Tanto na sua forma tuberculosa como na anesthesica
encontra-s¢ um micro-organismo especial, descoberto por
Amauer Hansen, e que todos reconhecem hoje ser a causa
da lepra. No estado fresco, diz Dubieff que os estudou,
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esses bacillos sa0 moveis, o que hasta para distinguil-osdos
bacillos da tuberculose, com os quaes elles muito se pa-
recem. Alem da sua mobilidade o microbio é quasi recti-.
lineo, comparado ao da tuberculose que ¢ eurvo; nao d4
espOro e possue uma capsula, que nem sempre é possivel .
distinguir-se. O sen comprimento é de4 a 6 millesimosde
millimetro e a sua largura raras vezes altinge wm m. de -
millimetro.

Um dos melhores methodos paracoloril-o é o de Ehrlich.
As preparagdes n3o devem ser montadas no balsamo do ~
Canadi reunido ao chloroformio ou a qualquer essencia :
o balsamo deve ser puro e dissolvido no xylol, sem o que o.
microbio descora rapidamente. Este germen toma o gram.
Baumgarten propde o seguinte processo de coloracdo para
o bacillo da lepra : immergir a prepara¢do durante cinco
minutos a frio no wioléte, anilinado ; depois deseorar com a
solucdo seguinte :

Alcool absoluto..... ......... ... 10 volumes.

Acido nitrico........ P 1 volume.

Finalmente lavar com agua, seccar e montar. O ba-
cillo apresenta-se ao exame microscopico colorido de vio-
1éta ; emquanto que o de Koch ndo toma esta coloragio.

Entretanto seria necessario, para firmar o dlaanomco,
fazer culturas do microbio e inoculagdes ulteriores nos ani-
maes ; mas até hoje tém sido infructiferas todas as tenta-
‘tivas n'esse sentido, embora as affirmativas em éontrario‘
de Bordoni Uffreduzzi, que nenhum outro microbiologista
pode ainda verificar. Os ratos que sio refractarios 4
tuberculose de Koch contrahem esponta.neame;it.e uma mo-
lestia muito similhante em suas lesdes 4s que apresentam
os coélhos quando inoculados coni o bacillo de Hansen. O
facto, porem, é que ndo foi possivel colher qualquer resul-
tado positivo com as inocula¢des do bacillo da, lepra. - No
homem tentou-se tambem a 1uoonlagao, que foi feita em

um condemnado é morte, chamado Keanon, mas na,da se
pode apurar d’essa unica tentativa.
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O bacillo da lepra encontra-se em grande abundancia
nos focostuberculosos.  Como na tuberculose propriamente
dita. os bacillos residem no interior das cellulas epithelioi-
des s entretanto o bacillo de Hansen distingue-se do de
Koch por phenomenos de uma prolifera¢do mais accen-
tuada; alem disso elle ndo faz a cellula passar pela dege-
nereseencia caseosa. Na lepra as cellulas  gigantes  sdo
raras, emqitanto  que na tuberculose ellas existem em
grande abuudancia. O bacillo de Hansen ¢ ainda encon-
trado em cellnlas onde o de Koch nunca chega : nas cellu-
Jas nervosas € mesmo nas osseas.

Vimos que o microbio da lepra nao produz massas
“aSeosas, mas passa por uma degeneracho.  Quando accu-
mulados nos vacuolos existentes no interior das cellu-
las, elles escapam-se por occasiao de wma raspagem, de
sorte que nas preparag¢des apenas distinguem-se massas que
fixam mal as cores.

— A lepra trausmitte-se por heranca ou por contagio?
— pergunta o professor Metchnikoff.

Ndo se pode ter uma opinidao absoluta a respeito,
responde aquelle sabio bacteriologista 4 sua propria inter-
rogacao ; mas ha todo o fundamento para dizer-se que a
morphéa é uma molestia contagiosa, transmittindo-se em
condi¢des que nds ainda nio conhecemos.

A molestia pode curar-se espontaneamente, maximé
em sua forma maculosa, mas deixando sempre tracos inde-
leveis : manchas cutaneas.  Muitas vezes tem sido a lepra
anesthesica confundida com @ syringomyelia, cujos sym-
ptomas repreduz ds vezes com extraordinaria fidelidade.

A forma tuberculosa da morphéa, pelo contraric, quasi
nunca cura espontancamente. N’esta forma certos orgdos
internos sio algumas vezes affectados e tem-se assim uma
lepra renal, hepatica, pulmonar, ete.

A tuberculina provoeca reaccoes interessantes sobre os
morpheticos : quasi que as mesmas observadas nos tubereu-

losos. A injeccio de productos de ambas as molestias em
26
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cobayos afastard, porém, qualquer duvida entre os.dous
germens, pois é sabido que o da lepra inoculado ndo di
resultztdb, a0 passo que o outro nuncadeixa de desenvol-
ver-se n’aquelle animalsinho.

A lepra pode ainda confundir-se com a tuberculose
cocceo-bacillar; mas esta molestia, ndo é como a morphéa,
uma molestia exclusivamente humana (até hoje, pelo menos)
e por isso podemos desenvolvel-a em cobayos, o que nao
é possivel com a lepra, conformeji vimos. Demais o coceo-
bacillo, que tem sido bem estudado por Malassez e Vignal,
ndae toma o ziehl e tem uma forma ovalar; é disposto em
cadeias e desenvolve-se bem em todos os meios, formando
massas zoogleicas, que reunidas vao constituir os tuberculos.
E’ principalmente uma molestia dos roedores. — Ha de
certo- algumas outras molestias capazes de se confundir
com a lepra ; isto somente no terreno da clinica, mas nunca
sob o ponto de vista bacteriologico.



TUDERCULORSE

SUMMARIO.—A tuberculose é inoculavel.— A
molestia é causada por um microbio.—Pro-
cura do bacillo nos productos tuberculosos.
Colora¢io. — Inoculacio dos productos no
cobayo.— Culturas sobre serum e nos meios
glycerinados. — Resistencia do bacillo aos
diversos agentes.— Tuberculose das aves :
particularidades do bacillo:—Variacio da
virulencia do germen tuberculoso.—Conta-
gio da tuberculose.—Licite e carne dos ani-
maes tuberculosos.—Passagem do bacillo ao
feto.— O bacillo nas posiras.—Substancias
chimicas contidas nas culturas do bacillo.
— Tuberculina : sua preparacio ¢ proprie-
dades.

Laennec tinha entrevisto o contagio da tuberculose ;
mas foi a Villemin gue coube a glorin de dar a prova ex-
perimental do facto. no decurso do anno de 1866. Dous
annos mais tarde, em 1868, elle publicou o seu livro nota-
vel onde veem relatadas as experiencias que conduziram o
operoso investigador francez a fazer a bella descoberta.

Villemin em suas inoculagdes systematicas consegiio
demonstrar a transmissibilidade da tuberculose, desorte que
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hoje sabe-se que a miseria physiologica, o frio, a humida-

de ndo pédem crear a molestia: quando muito 30 caunsas
adjuvantes ou propicias, no sentido de diminuir a resist,e_n? :
cia do organismo e preparar um terreno favoravel ao des-

envolvimento do germen.

Si a descoberta de Villemin marca uma era nova para
os estudos da tuberculose e firmou definitivamente entre
os clinicos o conceito do contagio, cuja noc¢io forneceu 4
prophylaxia uma orientacfio differente no modo de ¢onsi-
derar os tuberculosos, um progresso nio menos importante
e de consequencias mais fecundas nos trouxe a descoberta,
do bacillo da tuberculose, feita em 1884, por Koch, que poz
em evidencia o germen colorindo-o pelo azul de mcthy-
leno, pela vesuvina e pelo pardo de Bismarck.

Este processo um tanto longo, foi posteriormente sub-
stituido com vantagens por outros mais rapidos.—Ehrlich
emprega o processo de banhos corantes a quente com o
«violeta anilinado» ; mergulba depois a preparacio em um
banho acido (solucdio de acido azotico a um terco por cento)
e por fim lava-a com agua. O acido nitrico péde ser
substituido pelo acido sulfurico & 59%.

A colorac¢io tambem poéde ser feita pelo processo de.
Ziehl-Nelsen :— immerge-se o corte durante um quarto
de hora na fuchsina de Ziehl a frio; mergulha-se durante
alguns seguudos na solugiio acida e lava-se; termina-se a
~descoloracio pelo alcool absoluto, até que o corte tenha
apenas uma cor de rosa pallida. Tava-se e em seguida mer-
gulha-se a preparac¢do no azul de methyleno. Lava-se.
Por fim faz-se agir por alguns instantes o alcool absoluto;
depois a essencia de girofle e xylol e monta-se no balsamo.

O Dr. Borrel, chefe do laboratorio do professor Roux
recommenda umbom processo, attribuido por elle a Kuhne,
excellente para colorir os cortes do pulméo, porque nao al-
tera a disposiciio ¢ a forma das cellulas, como succede ds
vezes com os acidos mineraes. Consiste este processo em
tratar a preparacio pela hematoxylina de Baehmer on pela
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hemateina durante cerca de dous minutos, lavar em agua dis-
tillada ¢ colorir a frio pela immersio durante 15 minutos na
fuchsina de Ziehl.  Tratar o corte (alguus segundos) pela
solu¢do aquosa (a 2% ) de chlorhydrato de anilina. Des-
corar finalmente pelo alcool absoluto.  Por este processo as
cellulas de fundo ficam incolores, excepto os nucleos.  Para
terminar claréa-se a preparacio com a essencia de girofle e
xylol e monta-se no balsamo.

I importante saber-se ¢ue o bacillo de Koch toma
difficilmente as cores basicas de anilina, mas uma vez colo-
rido, o microbio conserva energicamente a substancia co-
rante, mesmo quando fica em contacto com descorantes po-
derosos como sao as soluedes de acidos mineraes.

Quando se quizer examinar um escarro ou o puz de um
tuberculoso, deve-se recolher a parte mais densa e fazer
duas prepara¢oes : uma de fundo em azul, e o microbio
em vermelho. Em certas lesdes tuberculosas como no lupus
os bacillos sdo raros. N’este caso o methodo de Weigert
dd bom resultado, mas ¢é preciso ainda tazer inocula¢des
para ter-se a certeza do diagnostico. Os bacillos ndo appa-
receni ou porque sio em pequeno nuinero, ou porque teem
chegado a um estado tal de velhice, que ndo podem mais
ser coloridos.

Ordinariamente o animal escolhido para essas inocula-
c¢oes ¢ o cobayo, que é considerado o melhor reactivo para
o bacillo da tuberculose. Com os ganglios d’este animal
faz-se uma injeccdo no peritoneo de um segundo cobayo,
que morrerd talvez mais depressa do que o primeiro.

Todas as manipulagdes devem ser feitas eom o rigor
auti-septico que exige a technica bacteriologica. Quando
se tiver de examinar ou submetter a qualquer experiencia
tecidos provenientes de um animal morto, sio necessarias
certas precaucdes.  Com um ferro em braza queima-se a
parte superficial do orgado, do bago, por exemplo, e com
um escalpello esterilisado raspa-se ou corta-se um pouco
da substancia e esmaga-se com nma espatula e areia esteri-
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lisadas, de modo a destruir as cellulas, deixando os bacillos
em liberdade. Em seguida semea-se em ieios especiaes,
em serum coagulado, conforme recommenda Koch ; este
serum sera esterilisado pelo processo de aquecimento dis-
continuo, a 58°

A cultura é repartida por muitos tubos (50, 100 e mais)
porque o bacillo desenvolve-se mal sobre os outros meios e
nao é conveniente estar mudando de meio. E’ muito em-
pregado o serum de carneiro, que, distribuido por varios
tubos, deve ser esterilisado na estufa a uma temperatura
de 39° bem precisos. No fim de umas tres semanas conie¢am
as culturas, que se manifestam por umas escanmas na su-
perficie do serum, ¢ vido sempre augmentando durante
dous ou tres mezes. Uma vez obtidas as culturas é neces-
sario inoculal-as em animaes, que logo contrahirdo a mo-
lestia ; vistas ao microscopio as colonias apresentam-se
grupadas em forma de bigodes.

O professor Roux aperfeicoou consideravelmente a te-
chnica das culturas do bacillo da tuberculose, com o seu
processo da glycerina addicionada a outro gualquer meio,
0 que d4 excellentes resnltados. O agar com 47 deglyce-
rina fernece um terreno, onde a principio o bacillo cresce
mal, mas na seguuda ou terceira eultura o microbio des-
envolve-se muito bem ; forma-se na supei feie uma pelli-
cula, que fornece uma bda semente.

Esta serd semeada em caldo glycerinado; tendo-se a cau-
tela de depositar a pellicula na superficie do caldo, onde
deve ficar fluctuando, desenvolver-se-4 muito bem no fim
de 12 a 14 dias e 4s vezes até muito mais cedo.

Quando a semente provem dos escarros, deve-se ter
sempre em mente as impurezas d’estes, que vém invarvia-
velmente acompanhados de bacterias valgares.  Kitasato
propoz que os escarros fossem recolhidos no momento da
expectoracdo, tendo o doente lavado previamente a boeca
com um antiseptico ; que o produeto fosse recebido em uia
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boceta de Petri icualmente esterilisada e depois, entdo, se
fizesse a distribuiciio pelos tubos de agar gelatinado.

Nos escarros tuberculosos os microbios habituam-se a
viver como saprophytas e por isso vivem melhornas cultu-
ras do que os de outra procedencia ; pelo que propoz-se
cuardar esses escarros em saecos de collodio esterilisado
que inoculam-se no peritoneo dos cobayos, onde mais tarde
encontram-se¢ grandes quantidades do bacillo em via de
desenvolvimento.

Em batata o baeillo desenvolve-se bem si tivermos o
cuidado de regar a batata com agua glycerinada. [’ preciso
alecalinisar sempre os meios. O microbio gosta tambem dos
nmelos vegetaes,

O bacillo da tuberculose sd morre a uma temperatura
de 65 a 70° ¢ ndo dd esporos.  Deseccado elle s6 morre a
90°, uma temperatura muito approximada do ponto da agua
fervendo & pressdo ordinaria.  Submettido a este grio de
cador o microbio morrerd dentro de alguns minutos ; ainda
assim ¢ preciso que o caldorou o liquido aquecido atravessem
a camada de materia albuminosa que habitualmente protege
o bacillo.

O mesmo acontece com os anti-septicos, gqne s6 agem
com efficacia, quando conseguem vencer esta especie de
couraca e ecntrar em contacto directo com ogermen. A
proposito convem lembrar que o sublimado é nm méo an-
tiseptico para o bacillo da tuberculose, porque elle forma
um albuminato que até protege o microbio ; para este caso
especial o acido phenico é muito superior ao sublimado.

Todas as consideragdes que precedem applicam-se
icualmente & tuberculose dos mammiferos, especialmente a
dos bovideos. Quanto 4 tuberceulose aviaria, merece uma
noticia especial.

As aves sio muito sugeitas a epidemias de tubercu-
lose @ a contaminagio dd-se provavelmeunte pelas vias diges-
tivas. O germen da tuberculose aviaria desenvolve-se nos
diversos meios com o mesmo aspecto ; apenas um pouco mais
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rapidamente do que a tuberculose humana. As culturasap-
parecem sob a forma de massas viscosas entre 35 e 40" de
temperatura. Inocaladas watam o coélho mais rapida-
mente do que as que provém do homem. O cobayo resiste -
um pouco mais ao bacillo da tuberculose aviaria, que n’este -
animal generalisa-se raramente. As gallinhas, por sua
vez, resistem muito ao bacillo da tuberculose humana, e
Straus diz que inoculando-se-lhes grandes ddses, ellas
morrem antes de ecachexia do que de tuberculose. 4_Met.:-
chnikoff encontrou na tuberculose aviaria cellulas de
steptothrix ; mas essas mesmas formas foram tambem en-
contradas por Fischel na tubereulose humana.—Serd o
mesmo bacillo 7—E bem possivel que seja uma raga, uma
variedade do microbio, resultante da passagem do bacillo de -
Koch atravéz do organismo das aves, mas nic uma espeme
differente, como querem Gamaleia e Straus.

A tuberculose é como j4 dissemos, uma molestia conta-
giosa ; é um facto hoje bem elucidado e fora de toda a dis-
cussio. A propagacdo da vacca ao homem pdde-se fazer
nas condu;oes naturaes. Nocard salientou a ”freque-nqi'a da
tuberculose nas vaccas leiteiras em Franca ; mas o leite s6
torna-se verdadeiramente perigoso quando ha tuberculos
- nos peitos do animal ; a mesma cousa succede com a carng
muscular, que ndo deve ser regeitada sendo no caso de tu-
berculose generalisada.  Quanto 4 transmissiio do germen,
da mii ao feto é rarissima, conforme resulta das observi-
¢Bes extensas de Nocard ¢ de outros que tém _:1.proﬁ1ndado-

esta questio. ‘

Das culturas tuberculosas extrahio Koch pela prnnen‘
vez uma substancia a que deu-se o nome de tuberculma,v
que no é mais do que uma toxina seecretada pelo baelllo.
Obtem-se a tuberculina, que a principio tantas esperangasl
despertou como meio curativo da molestia, de qualquer
cultura do microbio em caldo glyecerinado. Este veneno
tuberculoso conterm, alem da tuberculina propriamente.
dita, todos os principios do bacillo ; junta 4 glycerina ella
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tem uma consistencia viscosa. Quando injectada em indi-
viduos tuberculosos ella determina uma forte elevacio de
temperatura, seguida de queda brusca e morte. Os ani-
maes doentes tambem reagem 4 tuberculina, mas no estado
de saude nada apresentam ; ha, pois, uma substancia parti-
cular que actua sobre os tubercnlos.

Esta accio electiva fez da tuberculina um reactivo ma-
ravilhoso para diagnosticar-se a tuberculose dos bovideos,
mesmo quando nio existe o menor signal clinico da moles-
tin. Uma tuberculose incipiente que ndo é suspeitada
pelos outros meios de exploracdo, é revelada pela tuber-
culina.

Fazendo-se precipitar um volume de tuberculina por
vinte volumes de alcool absoluto, obtem-se um produeto, que
lava-se no aleool e torna-se a dissolver em agua :(—é o prin-
cipio activo da tuberculina. Para obter-se a tubercu-
lina bruta é preciso precipital-a de novo pelo alcool a 60°;
mas este producto é impuro, porque contem nma materia
albuminoide unida 4 tuberculina, que pode ser d’ella sepa-
rada por precipitacdo por meio do acido chlorhydrico.

Depois de puriflcada é a tuberenlina soluvel no alcool,
onde o sal marinho precipita-a. Tambem ella pode ser
aquecida a 100° ; as suas reacedes si0 numerosas e appro-
Ximam-se das reaccdes de certas materias albuminoides.

Prepara-se a tuberculina com os corpos de microbios
mortos. Esses cadaveres bacillares encerramn ainda outra
substancia activa, que injectada nos animaes lhes produz
uma cachexia. Straus ¢ Gamaleia encontraram uma sub-
stancia necrosante qque denuncia-se pelo cheiro especial que
se desprende da tuberculina : é talvez uma proteina.

Hoje ndo se emprega a tuberculina no tratamento da
tuberculose humana por nao ter dado resultado, e nem
tambem os clinicos servem-se d’ella para o diagnosticc da
molestia, que se faz perfeitamente pelos processos bacterio-
logicos, tdo seguros, quanto inoffensivos para os doentes ;

mas a tuberculina presta servi¢os relevantes e incontesta-
27
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veis para diagnosticar-se a melestia nos bovideos, antes
que ella se revele por qualquer signal clinico.

Foio que ficou da importante descoberta do bacterio-
logista allem@o, que tanto barulho fez no mundo, ainda ha
poucos annos. B, apezar de tudo ndo é pequeno o servigo
que presta a tuberculina. “



PNEUMONIA

SUMMARIO.—A pneumocnia ¢ uma molestia in-
fecciosa.— Microbios nos escarros pneumo-
nicos.—Diplococcos lanceolados.—Pneumo-
cocco. — Culturas sobre os diversos meios
—Accio sobre os animaes.—Organismo en-
contrado por Pasteur em 1880.— Immu-
nisagiio por meio da toxina.—Serum dos
animaes immunisados.—Ensaio de trata-
mento da molestia. — Pneumobacillo de
Friedlander. — Antagonismo entre este
germen e a bacteridia do carbunculo.

A pneumonia tem sido considerada como uma moles-
tia, ora geral, ora local. Em certos casos, nas prisdes, nos
hospicios de velhos, tem-se observado que a pneumonia
affecta formas epidemicas; em taes condi¢des occorreo a
idéa de que talvez fosse uma doeng¢a microbiana ; e logo os
bacteriologistas poseram-se a procurar o germen do mal
nos escarros avermelhados dos pneumonicos.

Talamon em 1883 encontrou um microbio especial
que apresentava-se geralmente disposto dous a dous, ao
qual elle denominou diplococco por causa d’esse agrupa-
mento. E como as extremidades apresentassem mais ou
menos a forma de uma lanca, elle juntou dquella deno-
mina¢do o termo lanceolado.
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No tecido pulmonar e mesmo na circulagio geral Tala-
mon tambem vio o seu diplococco, tal qual se apresentava
nos escarros cor de ferrugem. :

Inoculado sob a pelle o microbio ndo produz grande
cousa ; mas levado ao pulmfo de um coélho elle determina
um exsudato fibrinoso e uma hepatisa¢do do tecido, acom-
panhado tudo de derramamento para a pleara. As cul-
turas de Talamon eram feitas em uma solug¢éo de extracto
de carne de Liebig.

Por essa mesma epoca Friedlander publicava uma me-
moria na qual descrevia um microbio mais alongado

do que o de Talamon, reunido tambem dous a dous e
em cadeia e que elle encontrara nos esearros pneumonicos

e no pulméo doente. No campo do mieroscopio o mierobio
mostrava-se cercado de uma aureola incolor ou capsula
transparente.

Por sua vez Frankel encontrou o mesmo organismo de
Talamon, que elle descreve com grande precisio em seus
menores detalhes.— Eis-nos em presenca de dous micro-
bios que se differenciam por suz forma e sobretudo por
suas reacgdes sobre os colorantes, visto como o de Talamon-
Frenkel toma o gram, emquanto que o de Friedlander nfio
o toma.

Qual dos dous é o bacillo da pneumonia? Depois de
longas discussdes os bacteriologistas poseram-se de accordo
e hoje todos reconhecem a especificidade do bacillo lan-
ceolado. O de Friedlander encontra-se as vezes nos pneu-
monicos, accidentalmente, no segundo plano.

Em 959 dos casos de pneumonia encontra-se o bacillo
de Talamou-Frankel ; ao passo que o outro s6 excepcional-
mente é achado, e isto mesmo no comeco da molestia. Ca-
s0s ha em que apparecem estreptococcos, mas a titulo de
compiicacdo.

Para poOr-se em evidencia o bacillo de Talamon-Fren-
kel estende-se um pouco de escarro pneumonico em uma
lamina, fixa-se e tinge-se rapidamente pelo violeta de gen-
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ciana. Os microbios apparecerdo com essa ¢or ; ao redor
de cada diplococco, sobre o fundo mais claro da prepara-
¢d0, notar-se-4 uma zona transparente constituida pela ca-
psula gelatinosa que o cerca, separando-o dos elementos
visinhos.

Esta capsula pode-se colorir com um pouco de acido
acetico, ficando a preparacio ahi mergulhada durante
algum tempo. A colora¢do pelo methodo de Gram dd ao
microbio um matiz muito carregado, quasi negro.

Inoculado wm animal sensivel, um rato, por exem-
plo, com uma dilui¢dio de escarros pneumonicos, sob a
pelle do ventre ou do dorso, o animal succumbird em
menos de 30 horas. No ponto de inocula¢do nota-se ape-
nas um exsudato muito fraco.

O animal ndo morre de pneumonia, mas sim de uma
septicemia aguda ; o microbio é encontrado nosangue e nos
orgdaos. Basta semear uma gotta do sangue em caldo e
levar a eultura 4 temperatura de 30° grdaos para vermos o
germen proliferar.

A gelatina ndo pode servir por causa da temperatura
exigida. Em gelose formai-se pequenas colonias transpa-
rentes que nunca se alastram.  No serum coagulado obtem-
se tambem colonias similhantes a gottas de orvalho. K
batata quasi nada apparece.

Visto ao microscopio o microbio proveniente das cul-
turas ndo apresenta mais a aureola ; vém-se apenas os di_
plococcos juntos pelas extremidades, d4s vezes reuanidos em
cadeia. Deu-se-lhes o nome streptococcus lanceolatus de
Pasteur. No serum, porém, o germen conserva a sua au-
reola. Elle ndo vive muito tempo nas culturas : morre
no fim de 7 a 8 dias ; para conserval-o é preciso fazer re-
picagens. Além disso elle secreta materias acidas 4 custa
do caldo e entdo ¢ preciso neutralisar o meio para poder-
se conservar o germen mais tempo. Em ampoulas fecha-
das e no sangue o microbio duara, por um prazo mais
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longo, mas ¢é indispensavel fazer uma cultura, antes de
empregal-o, para que fique mais activo.

Os resnltados differem segundo a virulencia e o modo
de inoculacio. Com effeito nem todas pneumonias affectain
a mesma gravidade : com o mierobio proveniente de certo
pneumonico péde-se matar nm rato (e é essz um bom meio
de prognostico) ao passo que outro doente daria productos
muito menos activo.

S6 inocularmos o germen no pulméo do coélho, vere-
mos feita a autopsia, lesdes caracteristicas da pneumonia.
O cao soffrendo uma injeccdo subeutanea apresentard am
edema consideravel e grande elevacio de temperatura ; e
no caso de suceumbir o animal encontraremos o microbio
no sangue e nos seus orgaos.

O pneumococeo ja tinha sido deseripto por Pastear em
1881, quando casualmente encontrou-o na saliva de um me-
nino morto de raiva. Elle isolou-o, assignalou a sua cap-
sula e deu-lThe o nome de organismo com awreola. Estes
factos vém referidos em sua celebre memoria d’aquelle
anno sobre a raiva; depois elle tornou a achar o seu mi-
crobio na bocea de outro menino affectado de broncho-pneu-
monia. Assim, foi Pasteur o primeiro a descrever o ger-
men e o fixar-lhe os caractéres, estabelecendo tambem que
este microbio ¢ aerobio e anaerobio ao mesmo tempo, e
mais: que a sua viruleneia exalta-se por neio de passa-
gens  successivas, antevendo a sua attenuagio. Pasteur
procurou-o nas pessoas de saude e encontrou-o, sémente
elle nfo ligou-The importancia etiologica na pneumonia,
deixando-o de lado para proscguir nas profundas investi-
gacdes que n'aquella epoca o preoccupavam e que deram o
brilhante resultado que hoje contemplamos.  TFraenkel tor-
nou bem saliente a identidade absoluta d'essa hacteria com
o0 pneumococco.  Um  pouco mais tarde estudou-se a im-
munisa¢do pelo processo das toxinas. Cultiva-se o pneu-
mRcocco em caldo aquecido a 65 para matar o mierobio,
RWrque este nfio dd espéros, injecta-se o liguido, filtrado on



nio na vela Chamberland. emn animaes e estes morrem de
cachexia.

Experimentou-se um outro meio de produzir toxinas
mais virulentas ; mas como os resuitados fossem nullos, oc-
correo a ideia de operar-se sobre sangue de animaes mortos
da affeccdo. O sangue era esterilisado com algumas gottas
de chloroformio e os resultados foram melhores ; mas ainda
assim era necessario lan¢ar mao de grandes guantidades
de toxinas.

Isaeft querendo elevar a actividade das toxinas recor—
reo 4s passagens atravez de animaes e conseguio entfio vae.
cinar com esta toxina esterilisando-a pelo chloroformio,
pelo caldr e pela filtracdo. O serum d’esses animaes gosa
de certas propriedades e foi proposto como meio de trata-
mento da pneumonia- Klemperer tendo injectado pneu-
mococcos em um coeélho curou-o com uma injeccao de serum.
No homem ndo ha um numero sufficiente de observagoes
para julgar se do valor do methodo, e a questio continda
¢ deve continuar a ser estudada.

O Sr. Foa notando que nem sempre a immunisa¢io er:
obtida emprehendeo novos estudos e chegou a distinguir
duas racas do mierobio : 0s prewmococcos e 0S meningococcos.
Ambas essas ragas pareciam-se muito exactamente sob o
ponto de vista morphologico e de suas reacgodes, sendo
porém uma mais activa do que a outra.

Todos conhecem a marcha clinica da pneumonia ; é
uma molestia de crise, a defervescencia tem logar geral-
mente do setimo ao nono dia.  Como ¢é justamente no fim
de sete dias que nas culturas feitas in vitro os microbios se
mostram attenuados, tem-se pensado que a crise da pneu-
monia corresponde talvez a esta attenuac¢do do mierobio no
pulmio.

Ainda procurou-se explicar o mecanismo d’essa defer-
veseencia aventurando a hypothese de ter o serum do pro-
prio doente adquirido qualidades antitoxicas e ter por isso
um papel n’esse phenomeno.
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A anatomia pathologica do pulméo inflammado en-
sina-nos qne a hepatisagio vermelha é seguida de hepatisa-
¢iio cinzenta; depois o exsudato parece fundir-se e o féco
pneamonico serd talvez n’essa occasian invadido pelos leu-
cocytos, até entio afastados d’esse terreno pelas toxinas
secretadas pelos microbios. Comega a obra dos phagocy-
tas, devorande as partes solidas do nucleo pneumonico,
para que possa elle ser expectorado.

Finalmente resulta de estudos recentemente feitos
sobre o sangue que nos casos graves ha hypoleucocytose ;
a0 passo que o contrario nota-se nos casos benignos. A
contagem dos globulos brancos constitue até nim bom meio
de prognostico.

Conforme ja vimos, Pasteur encontrou o pneumococeo
na saliva. Pondo de lado as pessbas que tiveram pneumo-
nia e que d’ahi em diante couservam por um tempo inde-
finido a bacteria nas suas secre¢des salivares, encontra-se
0 pneumococco uma vez em ‘cada grupo de cinco pessoas
sas.

O microbio conserva-se alli e permanencia, prompto
para invadir o pulmfo, que no estado normal é energica-
mente defendido contra os miero-organismos pelas cellulas
migratorias dos alveolos. -—Sobrevenha, porém, um ac-
cidente qualquer: depressdo, resfriamento, irritacfio, que
embarace a ac¢do defensiva das cellulas migratorias, e a
bacteria se implantard impunemente no tecido do pulmio,
onde completard sua obra, fazendo evoluir uma pneumonia.

E de facto, parcce que as cousas passam-se assim
mesmo, como demonstra a seguinte experiencia : - injec-
te-se o pneumococeo na trachéa de um carneiro e elle ndo
contrahird a molestia ; mas se previamente o animal tiver
recebido pela mesma via a injec¢dio de uma substancia ir-
ritante, a pneumonia desenvolver-se-4 quando vier ainjec-
cio de pneumococcos. E’ portanto este o mecanismo da
infecgdo pneumonica ; mas como explicar a expansiio epi-
demica do mal, tantas vezes observada?— Até agora nada,
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ficon resolvido 3 mas dos factos expostos vé-se desde ji de
que lado a questdo deve ser abordada.

O pneumococco produz ainda ontras affeccdes: tem-
se¢ visto pleuresia com pneumococcos ; meningites, otites,
peritonites, broncho-pneumonias, que é preciso ndo con-
fundir com as broncho-puneumonias complicadas de estrep-
tococeos, tém ds vezes por causa o bacillo de Talamon.  Ha
ainda anginas, endocardites, meningo-encephalites onde
encontra-se o mesmo microbio especifico nao acompanhado.

O pneumococco de Friedlander ¢é bem differente do
precedente: é um verdadeiro bacillo, tendo uma capsula
muis extensa do que o outro e nao toma o gram. Para no-
tar-se a differenca convém isolal-o ; para isso inocula-se o
germen em um rato ; quando morre o animal extrahe-se-lThe
do coracdo uma gotta de sangue e semea-se em caldo, que
logo depois comega a turvar-se, signal de que o germen estd
se desenvolvendo. Em gelatina elle prolifera desprendendo
gazes.  Aerobio e anaerohio ao mesmo tempo, elle cultiva-
se entretanto melhor na superficie dos meios. apresentando
culturas chamadas em cabe¢a de prego.  Se nao ha no meio
de cultura materias albuminosas (é o caso do agar) o mi-
crobio cresce sem a sua anreola.  Caltiva-se muito bem no
periteneo dos pequenos animaes de laboratorio. A sua
viralencia exalta-se por meio de passagens sucecessivas.
TFaz fermentar as materias assucaradas, dando alcool ethy-
lico e acido acetico.  Fermenta tambem a glyeerina, bem
como os acidos lacticos, direito ou esquerdo, conforme o
assucar que se lhe fornece.  Desprende acido carbonico ¢
hydrogenio : é antes de tudo um microbio fermento.

Ha talvez mais de uma raca d’esse mierobio, que
apresenta um antagonismo com o do carbunculo, quando
injectados sob a pelle da um animal, sem comtudo ter pro-
priedades immunisantes ou curativas.

"0 &8 = X






MICROBIOS PYQGENIOS

SUMM A RIO — Suppurac¢io e microbios.— Ba-
cteria do laboratorio de Pastenr. — Fre-
quencia relativa de bacterias no puz : sua
procura; coloracio.—Puz dos abcessos an-
tigos. — Staphiloccus aureus ; sua cultu-
ra.—Molestias causados pelas bacterias.—
Furunculos.— Osteo-myelite.— Pyohemia.
— Variacdo da virulencia. — Substancias
toxicas elaboradas pelos microbios. — Ery-

sipela.——Papel pathologico do estreptococeo

no homem.— Serum anti-estreptococcico.
—Pode haver suppuraciio sem microbio ?

A suppuracdo é um phenomeno dos mais frequentes
em pathologia. Outr’ora era corrente a theoria de que o
puz vinha de uma irritacio especial dostecidos e que eram
os propriostecidos que o forneciam. Cohneim demonstroun
que elle é formado por globos brancos, que sdo attrahidos
para féora dos vasos sanguineos, constituindo o phenomeno
da diapedése.

Logo depois dos primeiros trabalhos de bacteriologia
Pasteur pensou em estudar o puz, ¢ de facto em 1878 elle
examinando aagua de uma torneira de seu laboratorio, en-
controu um pequeno microbio que tratou de isolar.

Iiste pequeno germen introduzido sob a pelle de wm
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animal dava a suppuracio. N’estas investiga¢des Pasteur
era auxiliado por Joubert e ambos foram descobrindo novas
especies e variedades, entre outros um microbio a que deram
o nome de bacillo pyogenio ou gerador do puz.

Examinando puz proveniente de furunculos elles en-
contraram pequenos griaos reunidos em tulhas, que Pasteur,
que ndo gostava de denominag¢des latinas, chamou bacille en
amas de grain. Hoje esta denominacio foi substituida pela
de staphylococcus que é correntemente empregada.

Este micro-organismo era encontrado no sangue e
sobretudo na zona inflammatoria ao redor dos furunculos,
e se estes eram numerosos, os bacillos entravam na ¢ircu-
lacdo geral. Estes estudos foram feitos nos annos de 1878
a 1880. Pasteur examinou tambem o puz da osteo-myelite
¢ encontrou ahi o mesmo bacillo. Elle chamou a osteo-
myelite muito pictorescamente « o furunculo dos 0ssos»;
—definigdo de chimico, diziam rindo os cirurgides dotempo ;-
mas os de hoje ja ndo riem-se e acham que Pasteur tinha
razao.

Hervieu estudando as affec¢des puerperaes na Mater-
nidade encontrou um microbio de nm aspecto especial que
Pasteur chamou microbe en chapelet de grain, manifestando
ainda a sua antipathia pela nomenclatura latina. Exami-
nando os lochios, sempre que n’elles encontrava- esses
microbios, elle aununciava que ia dar-se uma elevaciio de
temperatura e o seu prognostico realisava-se.

Mais tarde Doléris pesquisando o puz das puerperas
encontrou o mesmo germen, juntamente com outros. Con- -
tinuaram as pesquizas e seguio-se uma serie de novas des-
cobertas, com os trabalhos de Ogston em 1880, de Rosen-
bach em 1884 e de Passet em 1885, encontrando-se sempre
0s mesmos micro-organismos ditos bacillos da suppuracdo.

O mais frequente d’elles todos é, porém, o .s"ta.pk)yloco&
cus pyogenes aureus, que é o mesmo bacille en amas de grain,
de Pasteur. Em seguida vem o staphylcoccus pyogenes al-
bus, em todos os pontos similhante ao precedente, menos
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nas culturas que nio sio coloridas. O microbe en chapelet
de grain passou a denominar-se streptococens pyogenes.  Ha
ainda um streptococeus citreus.  Para pOr-se em evidencia
estes differentes microbios, estende-se um pouco de puz em
uma lamina e trata-se pelas cores da anilina ou pelo me-
thodo de Gran.  Certos microbios apresentam-se e liber-
dade, outros. porém, estdo contidos nos globulos do puz.
No puz velho, ou nos antigos abeessos encontram-se muito
poucos microbios livres e pode-se mesmo ndo encontrar ne-
nhum ao exame micioscopio: mas é possivel fazel-os ap-
parccer, rejuvenescendo-os em wma nova cultura,

Muites outros microbios podem daro puz; exemplo:
o do cholera das gallinbas;, que causa até nma lesio loeal, e
A bacteridia do earbuneulo, que injectada sob a pelle de
um ccélho bem immunisado, produz-The um abeesso.  Sdo
detalhes que se referem a historia de cada um d’esses mi-
crobios.

O staphylococeus aureus desenvolve-se muito bem quando
semeado pelo processo das estrias em placas mantidas e
uma temperatura de 33 griaos.  Em gelatina apparecem pe-
quenas manchas e com os progressos da cultura o meio li-
quefaz-se¢ e as manchas toruam-se amarelladas, as culturas
tém o aspecto de wma «bucha de algoddaor.  Na ponta da
picada reunem-se grumos amarellados. Finalmente em
caldo o liquido turva-se geralmente e observa-se ao nivel, e
circulando as paredes do vaso, wma orla de grumos amarel-
lados.

O staphylecoccus albus encontra-se muitas vezes de
mistura com o precedente, com o qual. conforme jd vimos
tem a maior similhanca, menos no que refere-se 4 materia
corante, que falta ;: mas ¢ preciso convir que é uma diffe-
renga muito superficial, mesino porque o cureus cultivado
a0 abrigo do ar produz uma raca destituida de eoloragio.
No mais as culturas fazenm-se nos nmesmos meios e os mi-
crobios colorem-se pelos mesmos processos ; portanto ¢ 1i-
¢ito concluir-se que ambos os germens pertencem 4 mesma
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raca. Ambos sdo encontrados tanto nos furunculos, como
nos abecessos quentes. O Sr. Jassé inoculon em um dos
seus bracos um staphylococcus albus e obteve uma serie de
furunculos. Na osteo-myelite encontram se 0s mesmos or-
ganismos, que ainda sdo vistos nas infeccdes purulentas,
nos abceessos metastaticos e em varias outras affecgdes.

Tendo-se o cuidado de escolher as especies mais viru-
lentas de culturas puras d’esses microbios, é possivel fa-
zer-se desenvolver nos animaes os mesmos phenomenos
observados no homem. Com uma cultura muito energica
mata-se um coélho, sendo o bacillo encontrado nor orgaos
do animal ; uma cultura menos activa dard abcessos me-
tastaticos, ou uma endocadite.

‘Euntretanto nem todos os microbios pyogenios tém a
mesma  virulencia : uns sdo quasi inoffensivos, outros
matam em 24 horas; estes microbios secretam materias
toxicas, e o liquido das culturas privadas dos germens de-
termina uma cachexia.

Rodet e Orkmann fizeram extractos alcoolicos de cul-
turas ¢ observaram o seguinte : que injectados nos animaes,
em logar de conferir-lhes a immunidade, exaltava-lhes a
receptividade para a molestia, durante semanas e até
mezes. Cultivados no ar ou fora d’elle, esses microbios
ndo dfo espéros e sdo finalmente exterminados pelo caldr
e pelos antisepticos ; mas deseccados em piesenga das ma-
terias albuminoides (condi¢des que se acham realisadas
nas crostas das feridas) elles conservam a sna vitalidade
por muito tempo.

O staphylococcus citreus differc apenas dos anteriorves
pela e¢Or e pelo menor grao de virulencia, vorém em tudo o
mais se comporta como elles.

O streptococcus pyogenes et erysipelatis encontra-se com
frequencia no puz. Cultiva-se em gelose, ndo liquefaz a
gelatina, onde desenvolve-se dando o aspecto de graos
presos uns aos outros. N#o turva o caldo e os pequenos
grios dispdem se ao longo das paredes do vaso ¢ vo des-
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cendo para as ultimas camadas do liquido. Ao microsco-
pio observa se um germen, muito differente dos preceden-
tes, apresentando-se em forma de rosario.

Os streptococcos encontram-se nos phlegmoes, nas
infecedes puerperaes. nas infeegdes post-operatorias, nas
peritonites  das puerperas.  Encontram-se ainda compli-
ando o sarapam, a escarlatina, a diphteria e outras mo-
lestias, como a broncho-pneumonia das criangas, impri-
mindo-the um cunho de grande lethalidade.

17 principalmente na erysipela que elle encontra-se
sob a mesma forma que apresenta no puz ; alids ¢é sabido
que cesses diversos streptococei sAo un e 0 mesmo microbio.
As experiencias de Vidal deixaram fora de duvida que os
differentes effeitos observados procedem dos diversos grios
de virulencia do microbio; ¢ assim que um streptococco
tomado a nm erysipelatoso e attenuado, quando mais tarde
0 injectarmos, dard apenas uma inflammacfio limitada

Tomemos agora d’esta ligeira inflammacio um germen,
exaltemos, por meio de cultura, a sua virulencia e teremos
a erysipela de novo reproduzida, se o injectarmos.

Si muitos d’esses germens, sdo como estd provado, vi-
ricdades de uma mesma especie, ha todavia alguns strep-
coccos que assim ndo podem ser considerados. Depois de
varias experiencias chegou-se a dividil-os em duas classes :
streptococcus longus e streptococcus brevis ; isto é: em uns
os rosarios sio compridos, e nos outros sio mais curtos.
Nos caldos o longo n@o turva o liquido e a cadeia de grios
rae até o fundo do vaso de culturas; o curto, pelo contra-
rio, turva o caldo e mantem-se na superficie.

Ha tambem o streptococcus conglomeratus, que differe
dos outros pela maior viralencia.  Knorr aifirma que a vi-
rulencia estd ligada & forma e que pode-se transformar as
especies umas nas outras; conseguintemente nfo se deve
ligar muita importancia & morphologia.

O Dr. Marmoreck. medico austriaco ex-alumno do In-
stituto  Pasteur, tem feito ultimamente estudos muito im-
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portantes n’aquelle estabelecimento sobre os streptococcos.

Servindo-se de serum humano e de caldo de carne, na
propor¢iio de uma parte do primeiro para duas do segundo,
elle conseguio exaltar a viruleneia d’esses microbios, ob-.
tendo ao mesmo tempo grandes quantidades d’elles em
culturas de 24 horas.

Um pouco de serum sobre gelose dd uma cultura em
que o germen conserva grande virnlencia, mas se o serum
falta, o streptococco mais virulento retirado do homem
perde rapidamente as saas propriedades, Em ampoulas
de vidro e ao abrigo do ar elle péde conservar por muaito
tempo a sua actividade, sobretudo se tem sido guurd;;db na
geleira e siose tiver a cantela de antes de empregal-o,
mettel<o no liquido a que ncs referimos mais acima ; ahi
elle remocard, conservando sua virulencia, sem entretanto
exaltal-a. Para conseguir-se este nltimo resultado é ne-
cessario fazer passagens sobre coélhos, intercalando entre
ellas uma cultura em serum, No fim de um certo numero
de passagens obtem-se uma virulencia capaz de matar o
coélho na dose de um millionesimo de centimetro cubico :
uma unica cellula parece bastar para produzir a morte.
Por esta technica um streptococco banal chegard ao mesmo
resultado, o que nos authorisa a pensar que todos os mi-
crobios do homem sio susceptiveis de ter a sua virulencia
exaltada. )

Ha ainda outros streptococci pathogenios : Nocard des-
creveo uma mammite das vaceas, caracterisada por tume-
facco especial das tetas; o leite é invadido pelo microbio -
¢ nao tarda a coalbar, emquanto que o assucar n’elle con-
tido transforma-se em acido lactico ; essa molestia, produ-
zida por um estreptococco, é transmittida de umas 4s ou-
tras vaceas pelos ordenhadores.

Este germen differe do da erysipela porque nao d4
lugar aos mesmos accidentes.

No gourme dos cavallos Schutz encontrou um outro
streptococco. O animal é accommettido de angina e os



- onh —
seus ganglios entumecen, suppuram e ds vezes o animal
morre. Este estreptococco do cavallo é pathogenico para o
ato, e no cobayo a sua virulencia exalta-se.  Ainda haum
outro estreptococco, que encontra-se na pneumonia do ca-
vallo.  Todos esses diversos microbios ndo devem ser con-
fundidos, mas no homem ha motivo para crer que so ha
uma unica especie. O estreptococco humano reforcado re-
produz nos nnimaes as niolestias peculiares 4 nossa especie.

Tentou-se immunisar os animaes por meio de injeccdes
de culturas de streptococci attenuadoes. No laboratorio do
professor Roux foram inoculados alguns coélhos com ligei-
ros tracos do microbio: quando o animal restabelece-se
apresenta grande vesistencia 4s inocula¢bes ulteriores,
chegando a haver mesmo uma certa immunidade relativa.

Procurou-se tambem obter a immunidade por meio
das toxinas. Frenkel aqueceu culturas o 70 e 80° e injec-
tou-as nas veias de coélhos : alguns soffreram graves acci-
dentes, outros resistiram. As toxinas injectadas produ-
zem cachexia. Rogé aqueceo culturas a 120° e conseguio
uma immunidade muito pouco duradoura. O serum dos
animaes assim immunisados tem propriedades preventivas.

O Dr. Marmoreck experimentou sobre o earneiro, o
avallo e o asno, injectando n’esses animaes um estrepto-
coceo hypervirulento.  Nas primeiras inoculacdes feitas
no cavallo notou-se um edema, que nio se mostron mais
quando diminuiu se depois a dose a injectar de cada vez.
As culturas eram feitas c¢m caldo reunido ao liquido da
ascite.  Sobre o asno os resultadosnio foram tdo bons.  Os
cavallos tém 4s vezes reacgdes violentas, mas deixando-se-
0S reposar por muito tempo o serum adquire propriedades
de uma efficacia notavel.

Uma precaucio indispensavel é a de ndo tirar-se o
sangue do animal logo depois da ultimainjee¢ido :--- o serum
n’estas condigdes é perigoso.

29
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Com uma dose correspondente a quarenta por mil do
peso de um homem, ou de um animal qualquer, consegue-
se a immunidade, mesmo intervindo-se algumas horas depois
de comecada a molestia. No homem pode-se injectar uma
ou duas déses de 10 c. cubicos nos casos de erysipela; o
doente experimenta um grande bem estar ea molestia para,
Havendo interesse n’isso, pode-se empregar desde o co-
meco grandes déses, sem haver risco para o doente. Em
todos os casos a administracdo do serum éseguida de queda
brusca da febre ¢ a descamaciio comeca. Este serum d4
igualmente bom resultado nos casos de phlegméao acompa-
nhado de lymphangite. Se a suppuracio ndo vem logo o
serum péde impedil-a; mas se apezar d’isso ella se faz, o
abeesso sara de prompto, uma vez aberto ; e o estado_geral’
mantem-se excellente. Nas infee¢des que seguem asgrandes
operacdes é preciso injectar grandes guantidades de serum.

O estreptococco é o germen que nos faz mais mal ; tam-
bem o serum é o medicamento que mais damno lhe causa.

— Pode haver snppuracio sem microbios? A ques-
tdo tem sido muito controvertida ; uma escola diz: de-
terminai uma irritagdo e tercis a suppuragdio. Outros,.
com Straus 4 frente, sustentam que nio ha suppuracio sem
microbio.

O que ha de positivo é que os resultados das inocunla-
¢bes de materias destinadas a determinar a suppuracio va-
riam com as especies e com a regifio em que experimenta-se.
Injectando-se mercurio esterilisado sob a pelle de um coé-
lho ndo ha suppuracdo. O mesmo mercurio injectado no
olho do animal dard logar 4 formacio de puz. O mereu-
riv injectado sob a pelle do cio produzird um abeesso ; ao
passo que o cobayo ficard indemne.

Os leucocytos que constituem o puztém affinidade para-
certas substancias, emquanto que repellem outras; os mi-
crobios secretam productos que attrahem os phagoeytos : o,
facto estd demonstrado pela injeccio d’esses productos,
que attrahem os globulos brancos para o ponto inoculado.
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Emfim estas questdes s6 tém importancia sob o j:onto
de vista doutrinal ; na pratica poéde-se dizer que ndo ha
suppurag¢do sem microbios, mas nido se deve exagerar esta
proposi¢do affirmando que ndo ha puz sem mierobio, por-
que os leucoeytos podem ser attrahidos pela materia anti-
septica sem que os microbios ahi apparecam.






FEBRE TYPIOIDE

SUMMARIO.—Bacillo typhico: colora¢io, iso-
lamento.—Caractéres das culturas sobre os
diversos meios.— Cilios vibrateis.—Accio
do bacillo sobre os animaes.—Infec¢do ou
intoxicaciio P— Veneno typhico.— Immu-
nisa¢iie dos animaes.— Serum dos animaes
immunisados.—Papel da agua na propaga—
¢fo da molestia.—Conservac¢io do bacillo no
solo.—Qutros modos de transmissiio da fe-
bre typhoide.

A febre typhoide mostra-se geralmente sob a forma
de epidemias: o seu caracter infeccioso é patente; ¢ por
isso logo que a bacteriologia constituiu-se como sciencia
procurou-se o microbio da febre typhoide.

Os primeiros estudos foram feitos por Eberth, que
depois de grandes e de numerosas pesquizas conseguio
descobrir o bacillo em 1879, quando ainda nao eram co-
nhecidos os methodos de coloracdo de que dispomos hoje ;
d’ahi vem um maior relevo para esta importante desco-
berta.

Em 1884 Gaffky isolou os microbios, que apresenta-
ram-se amontoados em um ponto qualquer dos cortes, cul-
tivou-os e fez inoculacdes em animaes,



— 230 —

Hoje que possnimos bons methodos de (:0101';195-0,
entre elles o de Nicolle, pela thionina (o bacillo typhico ndo
toma o gram) a procura do microbio nao é menos traba-
lhosa. As culturas feitas nas-bocetas de Petri apresen-
tam-se ao microscopio sob o aspecto de pequenas manchas
brancas, mesmo com um augmento mediocre. Quando os
cortes tem sido coloridos, nota-se uma zona azul intenso ;
no centro da qual distingue- se claramente o bacillo : esta
disposicdo é caracteristica.

‘Para isolar-se o bacillo dilue-se a polpa do orgo e
seméa-se em gelatina sobre uma boceta de Petri. Logo
depois apparecem pequenas manchas que viio se estenden-
do, nunca, porém, liquefazendo o meio. As manchas tém
os bordos adelgagados, circumstancia que produz uma no-
tavel coloracio iriada. Com um augmento de 30 diame-
tros distinguem-se na superficie das manchas estrias e vém-
se os bordos serrilhados ou recortados; illuminadas de
certo modo 'apresentam as manchas wm aspecto especial
dito de ilha de gele. Na profundeza da cultura divulgam-
se tambem pequenas manchas pardacentas, opacas e lisas,
que s3o entretanto constituidas pelo mesmo bacillo.:

Algumas vezes n3o se encontram os bacillos, quando
se quer fazer uma cultura com um pouco da.polpa de um
orgdo ; do bago por exemplo ; basta, porém, guardar a sub-
stancix em tubos, e os microbios nfo tardam a proliferar,
mesmo 4 temperatura ordinaria.

Na gelatina as culturas nunca sio muito abundantes e
precisam de 48 a 60 horas para se desenvolver. Em gelose
e com a temperatura um pouco elevada obtémn-se culturas
mais  vigosas e que comecam a ser visiveis quatro ou cinco
horas depois de semeadas.

O caldo mdnmmo levemente alcalinisado é turvado
pelo microbio no fim de poucas horas, apparecendo dias
depois um sedimento que deposita se no fundo do vaso de
cultura.

Ao microscopio veem-se corpos mais on menos alonga-
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dos segundo a idade das culturas; no comeco sio verda-
dceiros bastonetes de extremidades arredondadas, por fim
attingem formas bacillares bem consideraveis.

O methodo de coloracio é o da thionina. Em gotta
suspensa ¢ sem coloril-os nota-se que elles sio dotados de
movimentos de rotacio ¢ de adiantamento combinados
(movimento de carrapéta) mais activos para os bordos li-
vres da gotta; alids esses movimentos ndo sdo peculiares
a0 bacillo de Eberth ; outros microbios os possuem. O
bacillo typhico é dotado de cilios vibrateis, bem visiveis
quando as culturas sdo velhas. O microbio de pouca
idade ¢ muito pequeno, quasi um bacterium. Qs cilios ou
Slagella sao em numero de 13 ou 14 e desta circumstancia
tem se procurado tirar um caracter para differengar o mi-
crobio da febre typhoide do colibacillo.

Sobre batata, a 33 e a 37° o bacillo typhico d4 uma
cultora muito disereta ; apenas um traco humido que para
ser percebido precisa ser examinado com muito cuidado.
As enlturas velhas deixam-se colorir pelo processo ja indi-
«ado 3 40 passo que as novas ndo tomam a coloracio: é ji
um elemento de diagnostico. No meio do corpo do bacillo
fica sempre um espaco claro, phenomeno este que estd li-
gado 4s condi¢des de cultura, que quanto mais velha,
maior numero de espagos claros apresenta.

O Sr Gaffky notando que os esporos nio tomam a colo-
rac¢io pensou que nos espacos claros é que elles exis-
tiam ; mas depois reflectin que isso ndo podia ser porque
a cultura morre a 58 de temperatura. Esses espacos sio
devidos a deseccaciio que soffrem os microbios quando
faz-se a preparacdo sobre laminulas ; por outro processo
J4 1o se notam essas lacanas.  Quanto aos esporos, até
hoje ndo foi possivel descobril-os no bacillo de Eberth,
que vive bem tanto no ar, como na auzencia d’elle.

Sendo o bacillo o agente infectuoso da febre typhoide
deve-se o encontrar nos doentes d’esta molestia ; de facto
assim ¢ : procure-se-o no bago que serd encontrado.
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Gaffky inoculou o microbio em animaes por varias
vias e n@io consegnio demoustrar a sua toxidade. Novas
experiencias foram tentadas depois com melhor resultado.
Os animaes menos resistenies sio os ratos. Com um virus
mais activo, capaz de matar um cio ou um coélho, encon-
tram-se as placas de Payer e os folliculos fechados entu-
mecidos, e em todos os casos vé-se o bacillo nos orgﬁ,o'sdos
animaes. - ‘

Procurou-se saber de que modo o micobrio mata;—
serd  por intoxicacdo ou por uma infece®o: Freenkel,
Leitz, e outros acreditam na infeccdo ; emquanto que
Pffeifer e Kitasato pensam que o bacillo age por intoxiea-
cd0. Chantemesse e Widal observaram a pullulacdo do
microbio no corpo dos aunimaes e tambem que as culturas
esterilisadas matavam o rato; mas n’este ultimo caso
eram precisas déses muito maiores do que gunando- ellas

continham o bacillo. A verdade, portanto, estd entre as
duas opinides. : ’

Aquelles experimentadores observaram que o bacillo
generalisava-se : féora do ponto de inoculacio elles encon-
traram o microbio, que ainda era visto em um coélhomorto
no decimo quarto dia de molestia e no embryfio -de uma
femea de cobayo prenhe.

As toxinas matam ; para obtel-as activas é preeiso
exaltal-as ; eis aqui o processo seguido por Sanarelli: in-
jecta-se sob a pelle de um coélho um pouco de cultura do
baeillo typhico, e, como auxiliar da ac¢io d’este, dez ou
doze centimetros cubicos de uma toxina qualquer: a do
colibacillo, por exemplo. O coélho morre apresentando
grande abundancia do bacillo de Eberth. Um segundo
coélho ¢ injectado com bacillos tomados ao que acabou de
morrer, reforcando-se a injec¢io com quatro ou seis e¢. cu-
bicos de toxina e assim successivamente ; na 30* passagem
consegue-se um virus muito exaltado. :

Chantemesse e Widal conseguiram o mesmo resultado
injectando o bacillo iyphico juntamente com toxinas do es-



treptocaces @injectando-se nm centimetro cubico, ou um
pouco mais d'essa cultura assim exaltada no peritoneo de
um animal os seus effeitos sio muito mais energicos : o ani-
mal morre em 24 horas, com as lesdes intestinaes caracte-
risticas da  molestia. O Dbacillo typhico é pois toxico-in-
fectuoso 3 a sua toxina pode ser preparada esterilisando-se
uma cultura pelo calor e filtrando-a sobre velas Chamber-
land. Esta toxina tem dado logar a muitos trabalhos im-
portantes. Brieger retirou d’ella uma ptomaina.—a typho-
torina ; mas nio é este o veneno da febre typhoide, cujas
toxinas sdo diastases.  Alids o author emprehendeu nltima-
mente novos estudos. ‘)

Sanarelli estudou muito bem esta questdo das toxinas
da febre typhoide e conseguio-as muito activas ; elle injec-
tava-as na proporcdo de 1 para 100 do peso do animal, que
morria em 24 horas. Logo depois da injeccdo a temnpe-
ratura cahe bruscamente em logar de subir, o abdomen
torna-se doloroso e apresenta as lesoes caracteristicas, de-
pois da morte do animal. Em todo o caso nao é fora de
proposito perguntar se esta toxina obtida por Sanarelli, de
uma macera¢ao de microbios e depois de tantas manipula-
covs serd mesmo a toxina da febre typhoide ?

Conforme ji vimos ¢ possivel exaltar-se a virulencia
do baecillo typhico. Se injectarmos pequenas doses de
culturas virulentas e se formos graduando essa virulencia
progiessivamente para mais, consiguiremos vaceinar o ani-
mal ; mas esta vaccinacie ¢ perigosa : o animal perde
muito peso, a ponto de 4s vezes sucenmbir

Quando o animal tem recebido 15 ou 20 centimetros
cubicos do liquido estd vaccinado, e esta immunisacio o
protege contra o bacillo vivo, mas de moedo algum contra a
intoxicacio ou veneno das toxinas.

O serum dos animaes tratados por aquella forma
adquire propriedades preventivas ; injectado na dose de
uimn centimetro cubico em um cobayo, impede-o de morrer.

Tambem parece gozar de poder curativo, porque injectado
N 3
OO



em um animal doente, quando o abaixamento de tempera-
tura ndo tem ainda sobrevindo, os animaes melhoram con-
sideravelmente.

Pensou-se por esse motivo em utilisal-o no tratamento
da dothinienteria, mas o numero de observacdes colhidas
até hoje é muito restricto e nfo permitte ainda um juizo
definitivo sobre o seu valor therapeutico, tratando-se de
uma doen¢ca muifas vezes curavel, como é a febre ty-
phoide.

Ensaiou-se tambem no tratamento d’esta molestia a
injeccio de culturas esterilisadas do bacillo pyoecyanico ;
logo depois da applicacdo observa-se um violento calefrio
que é seguido de abaixamento de temperatura, o que traz
um grande bem estar para o doente. Em todo o caso é
bom recommendar toda a prudencia n’esses ensaios.

Como se adquire a febre typhoide 2—Os typhoisantes
tém uma diarrhéa que contém os bacillos : estes contami-
nani a agua; experiencias recentes provam que elles vivem
e proliferam n’este meio. De outro lado as observacdes
clinicas contestes ndo permittem por em duvida esse modo
de contagio, isto é: pelas aguas polluidas pelas materias
fecaes.

Todavia é extremamente difficil procurar-se o bacillo
nas dejecgoes. A sua similhanea cem o bacterium coli com-
mune, nos excrementos e nas culturas authorisam a duvi-
dar-se do exactiddo de pretendides resultados. O facto do
bacillo de Eberth ndo temer o acido phenico nio péde ser-
vir de caracter differencial, porque o colibacillo vive
muito bem em uma solu¢do phenicada. A alta tempera-
tura é necessaria ao cultivo de ambos os microbios e a reac-
¢o do indol ou cholera-roth é commum aos dous germens.

N@o ha pois nenhum methodo differencial seguro; é
preciso aguardar processos novos, posto que saibamos que
o bacillo typhico existe nas dejecedes dos doentes e chega
ao homem sfio por intermedio da agua.

Em Pariz, sempre que a agua do Sena é ingerida sem
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ser previamente fervida, nos quarteis por exemplo, obser-
vam-s¢ epidemias de febre typhoide.

Com os methodos actuaes é entretanto difficilimo
por-se em evidencia o bacillo existente n’agua, apezar dos
grandes progressos da bacteriologia. O bacillo conserva-
se muito tempo na agua, resiste no gelo, assim como na
terra, segundo as observacdes de Grancher ¢ Deschamps.
Entretanto sdo as observag¢des clinicas que provam melhor
esta resistencia do mierobio, que ainda péde entrar na eco-
nomia com os alimentos ingeridos.

Alguns observadores querem ainda que elle nos venha
por intermedio das poeiras atmosphericas. Conhecendo-se
a sua etiologia mais geral—a agua—e sabendo-se que o ba-
cillo morre a 58 e a (;0°, facil é estabelecer-se com seguranca
a prophylaxia da febre typhoide, o que ji satistaz 4 hy-
giene.

O serum antityphico tem uma propriedade notavel
descoberta por Durham ¢ estudada mais tarde por Widal :
—a propriedade aglutinante, que este baeteriologista encon-
trou no sangue dos doentes de febre typhoide ; tirando
partido d’este facto elle estabeleceu um proeesso rapido e
certo para diagnosticar a molestia, E’ o sero-diagnostico.

A propriedade aglutinante torna-se evidente quando a
uma cultura recente e pura do bacillo de Eberth, feita em
caldo, junta-se um pouco de sero proveniente do sangue de
um animal immunisado, ou de um individuo doente, ou
mesmo curade da molestia; n’estas condicdes os microbios
espalhados pelo caldo reunem-se em tulhas, aglutinam-se,
formando grupos compactos onde o bacillo perde a mobi-
lidade, mas continta a viver. I’ nisto que consiste o
phenomeno da aglutinacio.

O sero-diagnostico faz-se recolhendo com as cautelas
antisepticas algumas gottasde sangue, extraido por simples
picada da polpa do dedo de um febricitante suspeito, logo
no 2° ou 3- dia de molestia, junta-se um pouco de cultura
do bacillo puro feita em caldo e observa-se o que se passa.
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Em 163 casos Widal e Sicard s6 viram o sero-diagnostico
falhar uma unica vez. O sangue pdde ser enviado em
tubos de vidro para ser examinado a distancia, sem se al-
terar, mesmo quando vai secco. O facto de n%o se obter a
aglutinagdo ndo exclue a hypothese de tratar-se de um caso
de febre typhoide, constitue apenas uma probabilidade con-
tra a existencia d’essa molestia.



COLIBACILLO

SUMMARIO.— Bacterinm coli comnine ; sens
caracteres. sua diffusio.— Accio sobre os
animaes.— Virulencia variavel-—Ac¢fio so-
bre o homem.—Toxina do bacterium coli.—
Immunisa¢io dos animaes.—Serum.—Si-
milhancas entre o coli-bacillo e bacillo ty-
phico.— Distincedo entre ambos os bacillos.

Em 1884 Escherich retirou do intestino de um recem-
nascido um microbio que lhe pareceu tratar-se do bacillo
da febre typhoide.

No féto ndao ha microbio, mas nas primeiras horas que
seguem-se ao nascimento apparecem o fermento lactico e o
bacterium eoli; este entfo ¢ muito abundante nos meninos
que tém diarrhéa. Elle existe em grande quantidade no
tubo intestinal do adulto e para obtel-o basta semear um:
diluicdo dos excrementos ; mas querendo-se o microbio
puro, é necessario fazer a repicagem da cultura.

O germen vive bem em gelatina dando pequenas colo-
nias superficiaes, um pouco mais largas do que o bacillo
typhoide, sem liguefazer o meio.  Semeado por picadas
elle cresce melhor na superticie do que na profundeza.
Em gelose cultiva se bem na temperatura ordinaria, dando
numa camada mucosa,
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Em caldo elle cresce em algumas horas. Examinando
a0 microscopio em goOtta suspensa elle tem 08 MESMOS Mo-
vimentos que o bacillo typhico. Em batata cultiva-se vf'fl,-
cilmente apresentando uma cdr amarellada, que depois
torna-se parda ; emquanto que o bacillo de Eberth dd ape-
nas um traco humido. Finalmente em gelose o baeillo
cultiva-se dando bolhas de gaz. B

O coli-bacillo encontra-se por toda a parte : nas poei-
ras atmosphericas, no ar, na agua e até nas fontes julga-
das as mais puras. Inoculado sob a pelle de um cobayo ou

de um coélho, quasi que nféio se obtem nenhum resultado ;
injectado uo peritoneo geralmente o animal succumbe e a
morte é muito rapida ; encoutra-se o microbio no sangue e
nos orgdos do animal, que em vida apresenta—se com o
ventre destendido e doloroso, tem diarrhéa, havendo um
derramamento com deposito fibrinoso na cavidade abdomi-
nal. As placas de Peyer ficam entumecidas e o bago ang-
mentado de volume. Sea molestia prolonga-se apparecem
suppuragcbes que conduzem 4 cachexia. v

A virulencia do bacterium coli varia com a origem do
microbio : quasi inoffensivo quando provém de uma pessoa
no estado de satde, elle torna-se perigoso quando extraido
de uma dejec¢dio diarrbeica ; n’estas condigdes elle mata ra-
pidamente os animaes: é o que acontece 1o cholera nostras.-
Retirado das suppuragdes elle é igualmente virulento, so-
bretudo tratando-se de uma suppuragio post-typhica.

Gilbert observou que o bacillo injectado com cerfo
gréo de virulencia exalta-se facilmente por passagens suc-
cessivas, atravéz de cobayos.

Depois de um ataque de cholera-nostras encontra-se
no intestino do homem, grandes quantidades do coli-ba-
cillo, com exclusdo, pode-se dizer, de qualquer outro mi-
crobio, e por isso tem-se attribuido a esse germen aquella
molestia.

No homem elle péde causar ainda suppuracio e peri-
tonites ; é principalmente nos casos de obstrueciio intesti-
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nal, nas hernias estrangeladas, que nota-se esse facto :
acima do ponto estrangulado faz-se a estase sanguinea ; o B.
coli passa atravéz das paredes intestinaes e invade o peri-
toneo, onde causa as maiores desordens, por sua rapida e
extraordinaria proliferaciio.

Tem-se encontrado o germen nas anginas, nos derra-
mamentos da pleura, nas suppurac¢des puerperaes, nas sup-
puracdes peritoncaes, ete; entretanto isso passa-se com me-
nos frequencia do que succede com o streptococcus, que é
muitas vezes o seu associado n’essas complicacoes.

O bacterium coli secreta toxinas como o bacillo ty-
phico ; o modo de prepara¢do é o mesino para ambas estas
toxinas, assim como os effeitos e symptomas por ellas cau-
sados ; somente tratando-se do coli-bacillo as ddses devem
ser um pouco mais fortes.

Tudo quanto se refere & immunisagio dos animaes e
suas consequencias prophylacticas e therapeuticas ji foi
dito a proposito do bacillo typhico, que comporta-se a este
respeito como o coli-bacillo, havendo as maiores anologias
entre ambos os germens.

Com effeito morphologicamente elies parecem-se de
modo notavel ; ambos sdo curtos gnando novos ; as extre-
midades arredondadas; alongam-se quando envelhecem ;
(ém os mesmos movimentos ; tingem-se pelos mesmos rea-
ctivos e ambos tém cilios vibrateis.

Cultivados em caldo, gelatina ou gelose tém ambos os
mesmos caracteres ; soémente os cilios vibrateis sio em me-
nor numero no B. coli, ndo excedendo de 6 a 8 ; emquanto
que po outro podem chegar até 14, e assim mesmo é pre-
ciso fazer culturas simultaneas dos dois germens para se
tirar d’esta circumstancia algun indicio.

Em caldo o coli-bacillo cresce mais depressa e com mais
vico do que o outro. Sobre batata a differenga é um
pouco mais accentuada : o B. coli dd manchas pardacentas,
emquanto que o B. typhico desenvolve-se em cultura dis-
creta, apenas apparente ; entretanto certas variedades do
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B. coli apresentam esse aspecto e entdo é preciso procenrar
mais longe outros signaes de distine¢io. Cultivado no
leite o coli-bacillo coagula aquelle liquido ; o bacillo de
Eberth, pelo contrario nenhuma alterac¢éo lhe causa.

Nos meios assncarados, principalmente com o assuear
de leite, o B. coli desenvolve muita acidez, ao contrario do
outro. Finalmente o coli-bacillo faz a glycerina fermen-
tar, a0 passo que o bacillo de Eberth ndo produz aqnelle
phenomeno. e

Estas propriedades podem ser demonstradas por meio

~de um artificio. ,

Preparam-se meios gelatinados e adogados com 1actose_, '
juntando-se tambem um pouco de tintura de tournesol ;
logo que o B. coli desenvolve-se apparecem em roda d’elle
manchas vermelhas, devidas aos acidos secretados pelo
microbio. Este facto ndo se observa com o bacillo typhico,
que deixa ao tournesol a sua coloracdo azul, apenas um
pouco desbotada.

Fazendo-se uma solucido de peptona a 2 % em assucar
e juntando-se ao mesmo tempo algumas gdttas de nitrato
de potassio a 0,02 9% com um pouco de acido sulfurico
diluido, no fim de 24 horas tem-se: com o B. coli uma
coloragio vermelha ; e com o B. typhico nada de anormal.
Eis ahi um exceliente signal de distinegdo.

O coli-bacillo em presenca do assucar d4 acido lactico
direito ; ao passo que o typhico produz o acido lactico. es-
querdo. K do conjuncto de todos estes signaes que se
deve deduzir o diagnostico, e por isso o bacteriologista deve
cercar-se de todas as cautelas afim de evitar um erro de
apreciacio. )

.Pelo que vem de ser exposto comprehende-se a diffi-
culdade de isolar o coli-bacillo das aguas. O emprego da
formalina em solu¢do a 1 para 5,000 mata o bacillo typhico,
emquanto que B. coli péde ahi viver. )

Estas similhangas entre os dous germens tém levado
alguns authores a attribuir-lhes uma origem commum .e a
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consideral-os apenas como  variedades de uma mesma
raga s ¢ manda a verdade que diga-se que esta theoria pa-
rece mesmo encontrar apoio nas observacéoes clinicas. K
fora de duvida que na auzencia de epidemias tem-se visto
a febre typhoide apparecer em individuos isolados, vivendo
em Jogares sd0s ;3 esses individuos esgotados pela fadiga
offerecem pouca resistencia ao bacillo, que estd sempre pre-
sente na economia. K o que em clinica chama-se auto-
typhisacdo.

Por outro lado consegue-se, por meio de culturas e
artificios de laboratorios, fazer o B. coli apresentar todas
as apparencias do bacillo de Eberth e vice-versa. Sémente
pode-se objectar que essas experiencias nao criam uma
riaca nova, Visto como as qualidades adquiridas nido se
transmittem hereditariamente.

O argumento mais solido em favor da differenciaciio ¢
que o B. coli encontra-se por toda a parte e em grande
abundancia, € nem por isso a febre typhoide manifesta-se
com a mesma frequencia; e todavia é notavel que uma
agua contaminada pelo B. typhico nunca deixe de dar uma
epidemia da molestia.

Sanarelli chama a atten¢ao para a differenca sensivel
na maneira de agir das duas toxinas sobre os intestinos :
a do B. typhico produz uma descamac¢io muito maior do
que a outra.

A questdo nao foi definitivamente resolvida; mas
como quer que seja o colibacillo affecta rela¢des estreitas
com a tebre typhoide.

Sanarelli tem a seguinte concepc¢ao original da moles-
tia : para elle ha a principio uma molestia do intestino ; os
microbios typhicos entram nas vias lymphaticas e secretam
suas toxinas, que envenenando o organismo ddo logar aos
svmptomas da febre typhoide, produzindo a descamacio in-
tensa do intestino., de todos conhecida. N'esse momento
intervem o Bacteriuwm coli causando por sua vez outras le-

soes, desde que achou na descamacio e no liquido diarrheico
F1
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as condi¢des favoraveis para proliferar. Mais tarde o or-
ganisnio reage e entdo o B. coli é pouco a pouco expellido
do intestino.

Objecta-se-lhe que elle colloca-se eni condi¢Bes expe-
rimeritaes que estdo longé 8o que se passa na pratica, e que
ailda assim ds stias experiencias ngo reproduzeni os sym-
ptomas da febre typhoide; a isto elle replica que no
hotiiem a cultuia é leiita e sé fiz pouco a pouco ; emquanto
que nos animaes ella é rapida, podendo 4s vezes haver
até a sideracio do orgdnismo.

o & (i‘;i ‘f:~.,- PRI



FEBRE RECURRENTE

SUMMARIO-— Simptomax principaes.— Spiro-
chele Obermeieri—Caractéres d'este miero-
bio.— Auzencia de culturas.- —Coloracio.—
A molestia nos macacos.- ~Inoculacio no
homem.— KEtiologia da febre recurrente —
Pathogenia da crise.—Molestia dos gansos

A febre recurrente appareceu pela primeiva vez na
Inglaterra e na Irlanda, onde foi confundida com outras
molestias, especialmente com a febre typhoide, da qual se
distingue entretanto por sua marcha caracteristica.

Comeca por um calefrio violento : a temperatura sobe
lentamente a 40 grdies ¢ meio e mantem-se n'essa altura
durante alguns dias, com ligeiras remissdoes matinaes ; de-
pois de uns quatro ou cinco dias a temperatura sobe ainda
um pouco mais, para cahir bruscamente no grdo normal,
onde se mantem durante outros gquatro ou cinco dias.
Findos estes vem um novo accesso em tudo similhante ao
primeiro ; durante este tempo o cstado geral do doente é
satisfactorio ¢ a molestia termina ordinariamente pela
cura. Os accessos podem ser em maior numero.

Ha dores musculares e hyperemia para o bago ; algu-
mas vezes sobreveem abeessos n'esta viscera, o que constitue
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uma complica¢do em uma molestia geralmente benigna,
tanto que s6 d4 dois mortos em cem individuos atacados.:

Na Franca a molestia é quasi desconhecida, ao passo
que na Irlanda e nos paizes slavos ella é frequente, bem
como na Russia e nos Balkans. Em Pariz desconhecem-na
os clinicos da actual gera¢fio, pois os unicos casos que mo-
dernamente poderam ser observados por poucos medicos da
grande metropole, deram-se em uns amnamitas e sia-
mezes durante a exposicido de 1889.

As primeiras experiencias e observacgdes feitas no-san-
gue dos doentes de febre recurrente datam do anno de 1866 ;
notou-se que certos grupos de globulos vermelhos apresen-
tavam uma mobilidade original; via-se atravessarem o
campo do microscopio especie de flechas ou filamentos, ar-
rastando os globulos.

Em 1873 Obermeier, chefe do laboratorio do profes-
sor Virchow, em Berlim, durante uma epidemia de febre
recurrente fez estudos sobre o sangue dos doentes e vio
spirillos que elle ndo tinha ainda visto em outras molestias ;
mais tarde esses corpusculos receberam o nome d’aquelle
observador, e hoje sabe-se serem elles a causa da molestia,
que é diagnosticada com seguranga sompre que o spirochete
obermeieri é encontrado no sangue. ‘

Diversos methodos de coloracio tém sido propostos
para evidenciar-se o spirillo de Obermeier ; o preferido
geralmente 6 o de Nikiforoff, que consiste em mergulhar
os cortes durante 24 ou 48 horas, a frio, na seguinte solu¢io :

Solugdo concentrada de azul de methlene.......... - 10 volumes
Tropeolina al 9% ...................................... 1 volume
Agua distillada................................. ... 10 volumes

Convem notar que os orgdos devem ser conservados
de um modo especial : & preciso que elles tenham sido en-
durecidos em bichromato de potassio a 5%, addicionado
de um volume igual de sublimado a 1 %.. Depois de uma
demora de 24 horas n’essa mistura o orgéo é lavado em di-
versos banhos de alcool cada vez mais puro, fazendo-se
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“

depois d'isso a inclusiio.  Este methodo excellente para o
sparillo, tombem o ¢ para muitos outros microbios delicados,

O micvobio da febre recurrente nao da culturas : mas
pode conservar-se vivo no sangue durante algumas horas,

Querendo-se observar a sva evolucdio ¢ preciso que o
sangue seja proveniente de nma pessoéa viva, O micerobio
tem sido  encontrado no tubo digestivo das sanguesugas,
que levam mezes para o digerir.

Na India orviental, onde a molestia ¢ frequente, ten-
tow-se inocular o germen eni macacos, conseguindo-se wma
febre recurrente experimental, que differe da do homen,
porque s6 dd um accesso. o qual nido ¢seguido dereealiida.
No fim de 3ou4d dias de incubacio. o animal torna-se triste
¢ de repente ¢ accommettido de nm accesso febril que dura
quatro dias ; a temperatura mantem-se elevada, voltando
depois ao estado normal.

107 sabido que os corpos extranhos—microbios ou ou-
tros—nao se mantém no sangue : vao para o baco ou para
0 parenchyma dos orgaos.

Nos primeiros dias os spirillos sao vistos ao lado dos
globos brancos, que paralysados de alguma sorte, sio inca-
pazes de os digerir: esse periodo de nactividade dos leu-
cocytas corresponde ao comeco da molestia.  Dias depois
os microbios desapparecem quasi completamente.  Quando
a temperatura torna a elevar-se para vir a erise final ndo
seencontram mais os microbios.

Autopsiando-se o macaco vé-se que o spirillo ndo existe
mais no sangue, ¢ sim no baco. que tem passado por al-
teracdes particulares.  Os micrebios Tocalisam-se em focos
esbranquicados simulando os corpos de Malpighi @ esses
focos  tém sido com muita impropricdade denominados
«dymphomas»; de facto elles ndo sdo formados por cellulas
Iymphoides ; mas sio positivimente constituidos pelo acen-
mulo de leucocylas j estes contém entao os spirillos, que
inoculados reproduzem a molestia.

K curto espaco de tempo os microbios desapparecem
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no interior do protoplasma das cellunlas brancas, que exa-
minadas no comeco d’essa reabsorpc¢do peimittem ainda a
colorag¢do dos germens; o phenomeno vai tornando-se cada
vez mais difficil, até que ndo é mais possivei evidenciar-se
o miecrobio. (Metehnikoff.)

No homem as cousas passam-se do mesmo modo, ex-
plicando-se a recurrencia dos accessos pelas novas geragdes
do micro-organismo. O bago é mesmo o orgio de defeza
da economia, e em cujo tecido os microbios emmaranham-se
e desapparecem : fazendo-se a ablac¢io da viscera em um
macaco, quando o animal restabelece-se completamente da
operacfo, si o inocularmos com um pouco de sangue car-
regado do germen, vé-se que o macaco vai dia a dia sendo
invadido pelos spirillos, que, ndo sendo mais detidos pelo
bago, pullulam extraordinariamente, dando uma molestia
mortal.

Pelas inoculagdes feitas no homem sabe-se que a febre
recurrente é o typo das molestias contagiosas. O contagio
natural faz-se nos albergues nocturnos 4 maior parte das
vezes ; e sAo seus agentes as pulgas e os persevejos : esses
repellentes insectos pieam um doente da molestia e de-
pois dirigindo-se 4 um homem sadio inoculam verdadeira-
mente o spirillo como no contagio experimental, que nunca
falha de homem a homem.

A febre recurrente foi por muito tempo cnearada como
um typho de fadiga e de miseria, porgque era nos meios
miseraveis e immundos que reinava a molestia de preferen-
cia ; mas é justamente n’essas condigdes que os percevejos
medram.

Na Russia observou-se uma molestia muito similhan-
te 4 febre recurrente, na qual nfo encontraram-se micro-
bios.

O Sr. Sachatoff estudando o paludismo nas aves con-
cluio que ellas o experimentam do mesmo modo que o ho-
mem. No curso de suas experiencias elle encontrou nos



gansos espirillos muito analogos aos de Obermeierl aos quaes
denominon spivithon auserine ; sGmente no ganso a molestia
em vez de benigna, ¢ muito grave; a temperatura normal
daquella ave ¢ de 4205 com a molestia attinge a 457 ; mas
a queda faz-se tambem por crise.






PALUDISMO

SUMMARIO— As manifestacoes malaricas sio
devidas n um parasita.—Trabalhos anterio-
res @ descoberta do hematozonrio.——em 187
— Pleomorphismo do parasita.— Diver-
sos aspectos do microbio.—Sua evolucio.—
Inoculacdes.— Procura do germen.— Co-
loraciio..— Hematozoario dos animaes.

Datam de 1866 os primeiros estudos sobre a origem
parasitaria do puladismo.

N aquelle anno Salisbury, medico americano, empre-
henden uma serie de estudos e annuneion que o agente das
manifestacdes palustres era nm ser vegetal do genero pal-
mella, que elle encontrara no ar dos pantanos do Mississipi.

Mais tarde, Klebs na Allemanha e Tommasi Crudeli
em 1879, na [talia, desereveram uim microbio a que cha-
maram bacillus malarice, que elles isolaram do solo, do ar e
das lamas do Agro romano, terra classica da malaria na
Italia, e que, segundo aquelles authores, inoculado em ani-
maes, communicava-lhes a febre intermittente.

No anno de 1878, Laveran, o conhecido medico do exer-
cito francez, author de tantos trabalhos notaveis, ence-

tou uma serie de estudos na Argeria, os quaes deram em
l)\’)
D 24
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resultado a descoberta de um esporozoario ne sangue dos
individuos dtacados de febre intermittente, on de outras
formas da malaria.

Esta descoberta foi geralmente impugnada e com
grande animosidade. O author, firmemente convencido
do seu achado, niio cedia uma linha e respondia 4s criti-
cas apresentando novos factos comprobatorios dos seus
primeiros estudos, publieados nos annos de 89, 90 e 91 em
revistas e finalmente no tratado volumoso que tem por ti-
tulo Du Puludisme et son hématozoaire.

Desarmados diante da evidencia dos factos cessaram
os ataques e hoje todos os bacteriologistas reconhecem o
hematozoario de Laveran como o agente pnthogonibo do
paludismo.

O laverania hematobia, como hoje tambem é conhecido
aquelle parasitah  pertencente 4 classe dos esporozoarios é
um organismo pleomorpho que se apresenta, segundo a
deseripcao  do author confirmada por ouiros, sob as
quatro formas seguintes :

1+ Corpos esphericos, forma que observa-se com mais
frequencia : Laveran encontrou-a sé6 266 vezes cm 420
exames ; e associada a outras 123. Esses elementos que
medem de 1 a 6 millesimos de millimetros sdo auni-
mados de movimentos amiboides; d’ahi tambem o nome
que tambem lhes ddo de corpos amiboides. Elles sdo com-
postos de nma substancia hyalina, translucida e apresen-
tam-se sob o aspecto de pequenas manchas claras colladas
n0s - globos vermelhos, ou isolados no soro; cada hematia
pode conter mais de um d’esses corpuseulos claros; por
sua vez estes contém um ou mais pontos de pigmento ne-
gro, pontos que augmentam em numero 4 medida que o
parasita cresce.

2 Flagella : dos bordos dos corpos esphericos partem 4s
vezes flagelle ou filamentos, que se agitam com vapidez e
transmittem aos globulos visinhos movimentos diversos.
Iisses  filamentos sfio muito maiores do que as hema-
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tias, mas sdo tdo delgados e ¢ tal a sua transparencia. que
nao ¢ possivel distinguil-os, quando em reposo.  Cad:
corpo espherico pode apreseutar de 1a 4 flagella agrupados
symetricamente, ou nao.  Algumas vezes destaca-se uin fla-
gellum, que passa a fluctuar livriemente no serum.  Na
opinidio de Golgi—o grande histologista italiano, 05 corpos
flagellados s@o frequentes na forma quarti; ao passo que
840 raros na forma tercd da febre intermittente

3:— Corpo em crescente : esta forma ¢ sobretudo encon-
trada no sangue dos individuos longamente impaludados,
nos cacheticos. Sio igualmente transiueidos, contendo um
grupo de manchas de pigmento aecumuladas no eentro do
cresceiite ;5 este fluctua no serum, ou solda-se aos globos
vermelhos.

4-— Rosacea ow margarida ¢ uma forma que tambem
affecta o hematozoario de Laveran ; pensam muitos bacte-
riologistas que esta forma ¢ o unico modo de reproduc¢io
do parasita.  Rara nos estados chronicos, encontra-se a
rosacea com mais frequencia nos primeiros accessos de febre :
mas nem sempre as margaridas sdo encontradas no sangue
e sonente no bago ou no figado.

Certos corpos esphericos come¢am a apresentar nos
bordos uma especie de dentes; ¢ o primeiro grio da
segmentaciao. Em seguida as reintrancias tornam-se mais
profundas e estd formada a rosacea.  Por fim destacam-se
os fragmentos, fornecendo pequenas espheras livres ndo
contendo pigmento, porque este sé apparece nas formas
adultas. As margaridas podem apresentar um numero va-
riavel de segmentos, acompanhando cada forma com mais
ou menos frequencia tal ou tal forma da febre intermittente,
na opinido de alguns authores italianos, como Golgi, Cana-
lis, Grasse, Feletti e outros. Leveran, porem, ndo partilha
A’ este modo de ver, affirmando ue sio phases da evoluedo
¢ nuneca variedades do mesmoparasita.

Nunea se conseguio cultivar artificialmente o esporo-
zozario de Laveran.  Elle tem sido moculado de homem a
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homem por experimentadores italianos (Marchiafava, Ma-
riotti, Celli e Ciarocchi) e pelo proprio Laveran, que acon-
selha a injeccho intravenosa do sangue de um paludico ;
uo fim de oito dias apparece o parasita no sangue e mani-
festam-se os primeiros symptomas do paludismo agudo.

K no comego dos accessos, ou um pouco antes, que deve
ser procurado o parasita no sangue dos doentes. Nos ca-
cheticos elle é visto naquelle liquido, no intervallo dos
accessos ; entretanto na apyrexia, ou quando o doente tem
sido medicado com os saes de quinina, a regra é nfo se en-
contrar o hematozoario no sangue da peripheria.

Depois de lavar a mao com sabido pica-se a polpa do
dédo com um alfinete e recolhe-se a gotta de sangue em unia
amina, que serd immediatamente coberta por uma lami.
nula bem limpa; ¢é bom fazer uma ligeira pressio sobre
esta para que o sangue espalhe-se em camada delgada sobre
o porta-objecto. Levando-se ao mieroscopio divulga-se bem
tudo quanto ficou descripto mais atraz, relativamente a
morphologia do parasita, independente de qualquer pro-
cesso de coloracdo.

Querendo-se, porém, colorii-o ha diversos processos
dando bom resultado, como sejam o azul de methylene, o
violeta de genciana, o violeta de dhalia e a hematoxilina
de Beehmer. Entretanto o exame das preparagdes a fresco
é muito mais util e instructivo do que quando ellas sdo co-
loridas.

Muitos animaes, especialinente os pombos e as aves e
geral, apresentam nosangue hamatozoarios muito similhan-
tes ao do paludismo, cuja identidade com aquelles é affir-
mada por muitos observadores. Laveran, porém, nega o
facto baseado em estudos aprofundados que sobre o as-
sumpto tem feito, allegando differen¢as entre os dois
parasitas, tanto morphologicas como biologicas. Esta ma-
neira de ver tambem é a de muitos outros bacteriologistas.



CHOLERA E VIBRIAO (%)

SUMMARIO — Imvestigacoes de Koch.-—Ba-
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cholericas.— Hypothese sobre a epidemio-
logia do cholera.

A microbia do cholera é certamente um dos capitulos
mais complicados ¢ mais difficeis de toda a historia natural
dos germens pathogenicos.

Durante muito tempo a sciencia contentou-se em
observar os phenomenos que se passam no homem doente,
ou morto de cholera, sem poder recorrer 4 experimentacio
sobre animaes, alids indispensavel & soluciio de tantos pro-
blemas importantes.

(*) O estudo do assumpto d'este capitulo pertence ao professor
Metchnikoff, e a sua redaccio actual reproduz textualmente a forma
que lhe deu o prelector. quando fez a sua magistral ligio no curso de
bacteriologia do < Instituto Pasteury, em 1895-96.
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O comego de 1nossos conhecimentos sobre a microbia
do cholera asiatico data da memoravel expedicio de Koch
e alguns de seus discipulos em 1883. A commissdo dirigiu-
se primeiramente ao Egypto, onde ¢m breve faltaram os
materiaes de estudo, pela terminagio da epidemia que entdo
reinara alli. Koch e seus auxiliares seguiram para o
Hindostdo e 14 conseguio elle, gragas 4 applicacio de seus
methodos que depois ficaram classicos, descobrir o micro-
bio do cholera. O exame minucioso das dejecgdes,
do conteddo intestinal e dos cortes histologicos do
intestino de cholericos mostraram a presenc¢a constante de
uma bacteria particular, que elle designou pelo nome de
bacillo virgula.

Mais tarde verificou-se que este microbio era mais
um vibrido ou um espirillo do que mesmo um bacillo ; en-
tretanto tem-se conservado o nome escolhido por Koch ; e
em linguagem corrente de bacteriologia tanto faz dizer-se
bacillo virgula, como vibrido cholerico, visto as duas expres-
sOes - significarem a mesma cousa. Por sua forma encur-
vada o vibrido cholerico apresenta a maior similhang¢a com
os vibrides que encontram-se em grande qunantidade e
constantemente na cavidade buceal do homem sadio ; mas
a0 passo que os vibrides dentarios nao se desenvolvem em
nenhum dos meios de cultura empregados nos laboratorios,
o vibrido cholerico prolifera em qualquer meio. Elle d4
uma cultura das mais caracteristicas em gelatina, onde
produz pequenas colonias de bordos irregulares sobre toda
a superficie da massa. No comego as colonias nao lique-
fazem a gelatina; mas chegadas a um certo grdo de des-
envolvimento ellas cercam-se de uma zona clara de gelatina
liquefeita ; é- entdo que apparecem no liquido pequenos
funis, cuja grande abertura acha-se voltada para asuperfi-
cie ; emquanto que a parte opposta, encerrando os vibrides,
penetra nas camadas mais profundas. A’ medida que as
colonias crescem, destacam-se da massa central pequenos
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grumos que espalham se pelo ealix ou funil formado pela
gelatina,

Semeando-se o contetdo intestinal ou particulas das
dejecedes humanas sobre placas de gelatina, encontram-se
estas colonias que acabamos de descrever ; examinadas ao
microscopio nota-se que cllas sio compostas de vibrides
muito moveis. Quando Koch fez a sua notavel descoberta
declaroun que o bacillo virgula acha-se constantemente nos
casos de cholera verdadeiro, e que no homem siao e nos do-
entes de outras molestias ndo é elle encontrado.

A epidemia de Toulon em 1884 forneceu a Koch e a
diversos bacteriologistas francezes uma opportunidade de
verificarem a descoberta do bacillo virgula, que-de facto
foi encontrado na immensa maioria dos casos observados.
Depois, em varios pontos do globo, confirmou-se o mesmo
facto; e quando ndo se podia encontrar o microbio, acre-
ditava-se na intervencao de qualquer causa accidental em-
bara¢ando a demonstracdo, como fossem, por exemplo, um
exame  tardio, ou uma technica imperfeita. Tambem
quando em 1893 esta foi aperfeicoada com a introduccdo da
agua peptonisada, addicionada de 27, de gelatina, os casos
de cholera sem vibridao tornaram-se cada vez mais raros.

Este aperfeicoamento tdo util ao estudo do cholera
trouxe uma complicacdo muito grave : gra¢as ao cmprego
de um meio de cultura tdo favoravel aos vibrides, desco-
briu-se uma serie de microbios analogos, o que torna em
certos casos difficilimo o diagnostico do bacillo virgula.
J4 anteriormente conheciam-se vibrides muito parecidos
com o do cholera asiatico, como o de Finkler e Prior (wvi-
brio proteus), o de Deneke, e especialmente o de Gamaleia
(vibrio metchnikowi); mas essa analogia nao trazia grandes
difficnldades para o diagnostico differencial porque dos tres,
o de Finkler e Prior era o unico que encontrava-se no ho-
mem sio, ou nos casos de cholera-nostras ; mas dintinguia-
se do bacillo virgula pela liquefac¢do muite mais intensa
da gelatina, pelas colonias de contornos arredondados ¢
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mais outros caractéres. O vibrido de Deneke s6 tinha
sido encontrado no queijo, e o de Gamaleia, 0 mais parecido
com o do cholera, era exclusivo de uma epizootia das
aves.

A difficuldade de reconhecer o vibriio do cholera tor-
nou-se, porém, enorme quando houve necessidade de
demonstrar-se a sua presenga nas aguas: A applicacdo da
agua peptonisada no exame das aguas de varias proceden-
cias levou a descobrir-se o bacillo em um grande numero
de casos, onde ndo se podia de maneira alguma suspeitar
da existencia de germens cholericos. Este facto despertou
a attencio dos bacteriologistas, que comecaram a nio ter
mais confianga na distinc¢iio entre aquelles vibrides e o
do cholera. »

Depois de muita hesitagio e de debates prolongados
chegou-se 4 conclusdo de que o vibrido do cholera é um
micerobio que varia notavelmente em- sens caractéres. A
principio suppunha-se que as dimensdes, a mobilidade e a
liquefaccio da gelatina eram signaes constantes que carac-
te]*isavmn o bacillo virgula ; mas teve-se logo de renunciar
a essa seguranca de duwnostlco, porque esses caracteré
res mudavam, segundo uma multiddo de cwcumstanmds.
O bacillo virgula movel pdde ser transformado em uma
raca immovel ; assim como as formas grossas do vibrifo
podem se tornar tenuissimas e constantes, por transmissio
hereditaria. ‘ '

Em presenca d’esses factos os bacteriologistas ficaram
perplexos, e maior foi a duvida quando em 1892 reappare-
ceuro cholera na Europa, sem que se podesse explicar essa
brusca invasdo. Recomegaram com ardov as investigagdes,
mas ao passo que anteriormente s encontrava-se o bacillo
em casos de cholera confirmado, na oceasiao a que nos re-
ferimos foi elle encontrado nas dejecgdes de individuos
sios (Rumpel), e nas aguas de fontes muito diversas
(Freenkel, Lubarsch, Blachstein, Sanarelli, etc.). Este
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laboratorio.

Afim de evitar confusio, que nio tardou a apparecer
com similhante estado de cousas, Koch propoz em 1893
modificar o diagnostico do vibrido cholerico. Ao lado dos
:aracteres morphologicos, euja instabilidade ndo offerecia
muitas garantias, elle indicava certas propriedades funecio-
naes.  Sabia se desde alguns annos que as culturas do ba-
cillo virgula davam com certos acidos uma coloracao rosea
(Peehl, Bujwid, Durham). Segundo as pesquizas de Sal-
kowsky esta reaccio é devida 4 reducciio dos nitritos conti-
dos nos meios de cultura em nitratos pelos vibrides, em
presenca do indol pertumado. A imiportancia da reaccho
rosea ou indol-nitrosa diminue quando tem logar em cultu-
ras sobre caldo ou gelatina, e s6 pode ser bem apreciada
recorrendo-se 4 agua peptonisada : n’estas condi¢des a
reaccio rosea faz-se com tal constancia que Koch a re-
commendou como essencial ao diagnostico.  Um segundo
caracter funccional tido como elemento indispensavel de
diagnostico pelo celebre bacteriologista era a virulencia do
microbio para o cobayo, pois desde a descoberta do bacillo
tem sido elle inoculado em animaes, e 6 proprio Koch con-
seguio matar cobayos pela ingestdo ; mas isso em condic-
¢des muito artificiaes, como a ligadura do canal coledoco,
introduecdo de alealis no estomago, envenenamento com
alcool e opio, para que se podesse tirar conclusdes.

Estavam as cousas n’este pé quando foi recebida com
verdadeira alegria a noticia dw descoberta de Hueppe e R.
Pfeiffer, que injectando o vibrido cholerico no peritoneo dos
cobayos determinaram n’esses animaesinhos uma molestia
aguda, acompanhada de hypothermia consideravel e ma-
tando na grande maioria dos casos.  Posto que esta molestia
apresente poucas analogias com o verdadeiro cholera in-
testinal, todavia serveria de indice da virulencia do bacillo
e conseguintemente de signal diagnostico do mesmo. Em

maio de 1893 Koch estabelecia os seguintes conceitos
393
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« O verdadeiro microbio especifico do cholera distin-
gue-se por sua forma curva e crescimento typico sobre
placas de gelatina.

« O bacillo deve dar a reaccdo indol-nitrosa ; injeetado
na dose de um milligramma e meio de cultura fresca sobre
agar clle deve produzir nma peritonite mortal nos cabayos
pesando de 300 a 350 grammnas.

Armados d’esta nova formula os bacteriologistas po-
seram-se 4 procura do vibriio do cholera em todas as
condigdes. As contradic¢des tornaram-se tio frequentes
que mesmo no Instituo de Koch, em Berlim, abandonou-se
a nova doutrina. ‘

Muito antes da publicacdo mencionada sabia-se bem
que a reac¢do rosea era commun tanto ao bacillo virgula
como av vibrido de Gamaleia, que entretanto nenhuma re-
lagio tem com o cholera humano. Quanto 4 virnlencia, a
instabilidade d’esse caracter é tio grande que ninguem se
animava a consideral-o typico para o diagnostico do ba-
cillo; mesmo porque experiencias irrecusaveis vieram pos-
teriormente provar a sua falibilidade nos cobayos. A con-
clusdo que se impunha diante d’estes factos era que muitas
vezes € impossivel estabelecer uma distinegdio nitida entre
o vibrifio cholerico e seus congeneres. |

Como certas medidas praticadas contra a expansio do
cholera eram precisamente baseadas no diagnostico exacto
dos primeiros casos da molestia, assim como na presenca
do bacillo virgula nas aguas, gravissimos eram os in-
‘convenientes que decorriam d’aquella incerteza de opinides.

Muitos sabios tendo, por outro lado, descoberto vi-
brides que liquefazem a gelatina de modo typico, dando
a reaccdo rosea ¢ accusando virulencia no peritoneo do
cobayo, recusaram pronunciar-se sobre a natureza cho-
lerica ou n@o, das bacterias questionadas (Dunbar).

N#io obstante continnavam os estudos serios para en-
contrar-se  um caracter constante que servisse de cri-
terio ao dingnostico do bacillo.  Aprofundou-se o conheci-
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mento das propriedades chimicas dos vibrides ; estudou-se
o acido lactico que esses germens fabricam com a lactose e
chegou-se 4 conclusio de que os vibrides os mais diversos
por sua morphologia, o de Gamaleia, o de Finkler e Prior
¢ outros dao todos elles, como o do cholera, em todas as con-
di¢des estudadas o acido lactico desviando o plano de po-
larisacdo 4 esquerda (Kauprianow). Tambem verificou-se
ser a mesma para todos aquelles microbios a energia de
decomposicao do assucar, traduzindo-se pela producciio de
acido.

Todavia si na ordem chimica as investigacdes nfio
davam resultados animadores, restava o campo biologico
para onde voltaram-se todos ; e logo pensou-se que o estudo
das propriedades vaccinantes poderia dar resultados mais
precisos.

Ficou estabelecido por Vinzenzi e outros que as injec-
¢oes de quantidades nfo mortaes do bacillo virgula—vivo
ou morto — preservavau os cobayos contra a peritonite
cholerica ; a vaccinacio d’esses roedores tinha-se toruado
cousa facilima ; mas logo que tentou-se applicar esses re-
sultados para caracterisar o bacillo, teve-se que recnar.

Klein, de Londres, foi o primeiro a mostrar que para
‘accinar-se animaes ndao havia necessidade do vibrido cho-
lerico : injecedes de diversas outras hacterias bastam para
garantir a immunidade dos cobayos contra a peritonite
provocada pelo bacillo virgula. Esta descoberta foi logo
confirmada e, o que ¢ nais interessante, foi estendida a
outras substancias de origem ndao microbiana.  Issaeff, em
um trabalho feito no laboratorio de Pfeiffer, no Iustituto
de Koch, verificou este facto importante :  que as injee-
¢des previas de caldo nutritivo ordinario, ouwmesmo dasolu-
cio physiologica de chlorureto de sodio, preservam muito
bem os cobayos. A ideia de wma ac¢do vaceinante especifica
parecia, pois, excluida de modo definitivo. Entretanto
Pfeiffer e Issaeff chegaram a resultados inteiramente con-
frarios a esse modo de ver: segundo esses authores a in-
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fluencia preservadora de differentes liquidos ndo microbia-
nos, ou de productos provenientes de bacterias outras que
ndo o bacillo virgula é ephemera ; s6 dura alguns dias.

Querendo-se immunisar os cobayos por uni periodo de
semanas ou de mezes é indispensavel injectar-lhes produc-
tos microbianos ; isto é : productos do mierobio contra o
qual é dirigida a vaccina. A acc¢fo especifica de uma bac-
teria se manifestaria n’este caso, ndo por uma virulencia
mais ou menos fixa, was sim por uma propriedade vacei-
nante prolongada e duravel. Este modo de ver permitte
aos citados authores affirmarem que todo vibrido suspeito
é o bacillo virgula, si esse vibrido for capaz de preservar
os cobayos por muitas semaunas, contra um vibrido notoria-
mente cholerico ; isto é: proveniente de um caso authen-
tico de cholera asiatico reinando epidemicamente.

Wesbrook confirma por experiencias estas conclusoes,
que foram por outro lado contrariadas por Max Gruber,
bacteriologista muito habil. Depois de ter vaceinado
muito bem uma serie de cobayos com bacterias de varias
procedencias (‘bacillus coli, vibrio danubicus, vibrio massaouah,
vibrio versailhis ) Gluber experimentou, vinte dias depois da
ultima injec¢do vaccinal, um vibridao cholerico verdadeiro ;
todos os animaes resistiram bem & dose mortal do virus
cholerico, que matou os animaes testemunhas. Bonhoff
obteve tambem resultados analogos, porém menos con-
stantes.

O periodo de tempo indicado por Pfeiffer e Issaeff
como limite da ac¢@o especifica vaceinante nio péde, pois,
ser acceito. Deve-se admittir que um microbio dado vac-
cine melhor contra sna propria ac¢do pathogenica do que
qualquer outra, mas ndo se deve ir além d’essa no¢do geral ;
querer, porém, tirar d’ella conclusdes para o diagnostico
no terreno da pratica, é com certeza pouco scientifico.

Os mesmos authores proposeram ainda uma modifica-
cio do seu methodo : segundo elles o serum dos animaes
vaccinados apresenta uma aegfio incontestavel e por conse-
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quencia péde servir para fixar o diagnostico. Dunbar
confirma estes resultados ; mas Sanarelli, entre outros,
achou que o serum dos cobayos vaccinados contra o vibrido
de Gamaleia e o serum dos coélhos vaccinados contra o
bacillo typhico, preservavanm cobayos novos contra doses
mortaes do virus cholerico aunthentico.

Estes resultados concordam mais com a regra estabe-
lecida pelo Dr. Roux sobre a acciio dos séros—que, diz elle.
que apezar da accdo especifica de alguns d’elles; existe um
grande numero de casos em que o serum dos animaes vac-
cinados contra uma determinada molestia preserva tambem
outros animaes contra uma molestia differente. 1 assim
que o serum antitetanico, impotente contra a diphteria, ¢é
efficaz contra o veneno das cobras.  Um outro excmplo ¢
fornecido pelo serum dos animaes que tém recebido gran
des doses do virus rabico : este serum, impotente contra a
raiva, vaccina muito bem contra o veneno ophidico, como
tem sido verificado tantas por Calmette.

Nas suas objec¢des contra a regra formulada pelo
Dr Roux assignala Pfeiffer nim engano que elle suppoe ter
sido commettido por aquelle eminente exprimentador.  Se-
gundo o professor Roux o serum dos animaes vaccinados
contra a diphteria torna os coélhos mais resistentes & accio
da «brine—o principio toxico contido no jequerity, que sob
tantos pontos de vista approxima-se dos venenos microbia-
nos. Pfeiffer negando o facto apoia se ¢ experiencias
ineditas de Ehlich ; ora, este ultimo observador mostrou o
seu caderno de experiencias ao professor Mcetehnikoff, onde
este verificou que as experiencias tinham sido feitas sobre
cobayos e nao sobre coélhos, animaes sobre 0s quaes operou o
Dr. Roux. Nao ha portanto contradiccdo alguma entre os
resultados obtidos pelos dois notaveis experimentadores.

Proseguindo em seus cstudos sobre a acclio especifica
dos soros R. Pfeiffer descobrinu um phenomeno que lhe
serve de base para o diagnostico seguro do vibrido chole-
rico : referimo-nos ao curioso phenomeno da destrui¢io
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dos vibrides na cavidade peritoneal dos cobayos. O «phe-
nomeno de Pfeiffers como propde o professor Metchnikoff
que se denomine, consiste no seg1ﬁnt-e: injectando-se no
peritoneo de um cobayo uma dose mortal de vibrides pa-
thogenicos misturada com uma dose immunisante de serum
de um animal bem vacecinado contra o mesmo mierobio, o8
vibrides ficam desde de logo immoveis e transformam-se
depois de um tempo muito curto (30 minutos) em peque-
nos corpos esphericos similhantes a coccos.  Esta transfor-
macdo, que se opera fora dos leuncocytas, termina pela mortﬁ‘,
e pelo desapparecimento completo dos vibrides.

Si tomarmos uma mistura de duas especies microbia-
nas—a do vibrido cholerico e outra de um vibrido analogo,
conhecido por vibrio de Nordbafen— e si introduzirmos -
essa mistura no peritoneo do cobayo c¢om um pouco de
serum de um animal vaccinado contra o primeiro, é este
somente que soffre a transformac¢do em espheras ; emgnanto
que o de Nordhafen conserva-se vivo e acabard matando o
animal. Si, porém, a mistura injectada for feita com seruin
de animal vaccinado contra o vibridio de Nordhafen, este
ultimo é que experimentari o phenomeno de Pfeiffer,
ficando o outro indenme.

Muitos vibrides proveunientes de casos de c¢holera epi-
demico reinando na Allemanha, Fran¢a, India, Turquia,
ete. dio nas condigdes indicadas o phenomeno da des-
truigio extra-cellular. Certos vibrides das -aguas ddao
igualmente o phenomeno de Pteiffer com o serum anti-cho-
lerico ; mas esses vibrides sdo raros e s6 se encontram no
curso de epidemias cholericas. Outros vibrides das agunas,
que desenvolvem-se em gelatina, como o bacillo virgula e
que como dao a reacgdo rosea, ndo apresentamn o pheno-
meno de Pfeiffer. Estes vibrides devem ser considerados
como habitantes vulgaves e pacificos das aguas e incapazes
de provocar um cholera epidemico; mas tambem é certo
que podem produzir uma molestia choleriforme no homemn,
como tem-se o exemplo nos casos-observados em 1893, em
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Hamburgo e em 1894, ein Lisboa.  Alguns d’estes vibrides
distinguem-se ainda pela phosphorescencia e por certas
anomalias de crescimento sobre a gelatina.

E’ pois incontestavel que o plienomeno de Pfeiffer deve
occupar wm logar entre as reacc¢des do vibriio cholerico e
deve ser utilisado como elemento de diagnostico d’aquelle
microbio ; entretanto é necessario fazer-se um estudo mais
aprofundado sobre o assumpto antes de classificar-se um tal
phenomeno definitivamente entre os signaes certos do ba-
cillo virgula.  De facto, como resolver-se sobre a especi-
ficidade de um microbio sem que elle possa provocar epide-
mia?  «A ndo ser o bacillo virgula nenhum dos vibrides
pathogenicos produzindo o phenomeno da transformacio,
provoca epidemia graver—tal ¢ a ultima affirmativa de
Pfeiffer

Esta proposi¢ao é absoluta e ndo esta provada. Entre
os vibrides cholericos cabe um grande papel ao de Mas-
saouah — GGhinda, isolado por Pasquale na Africa italiana e
introduzido em varios laboratorios da Europa. Ioi com
este vibriiio que o proprio Pfeiffer obteve os preciosos re-
sultados sobre a peritonite cholerica dos cobayos; pois
bem @ oo serum dos animaes vaceinados contra o cholera de
origem allemd mostrou-se incapaz de vaceinar cobayos
contra o vibrido de Massaouah ; além d’isso esse mesmo
serum nunca provocou o phenomeno de Pfeiffer ecom o
vibrido respectivo.

Allega Pfeiffer que o vibrido de Pasquale ndo ¢ o do
cholera e deve ser excluido da classe dos cholerigenos ; en-
tretanto em uma experiencia feita sobre o homem por
Fermi, em Roma, o vibrido de Ghinda mostrou-se muito
virulento provocando um atague ndo mortal, mas absolu-
tamente typico, do verdadeiro cholera.

Referindo-se a essa experiencia de Fermi, em uma
memoria recente, Pfeiffer, que por engano a attribue ao
professor Metchnikoff, replica que um caso isolado de cho-
lera experimental ndo pdéde decidir a questdo : seria pre-
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ciso que tivesse havido um desenvolvimento epidemico.
Mas Pasquale insiste justamente sobre o facto de ter sido o
seu vibrido encontrado em dois pogos de Ghinda, locali-
dade em que a epidemia fez mais vietimas, e accrescenta
que 20 dias depois de extincta a epidemia, diversas pes-
sbas que beberam aquella agua tiveram casos mortaes de
cholera.

De outro lado ha vibrides que dio munito bem o phe-
nomeno da destruicio extra-cellular, mas nunca provocam-
epidemias. Depois da epidemia de 1892, em Pariz e suas
circumvisinhangas ndo houve mais um sé caso de cholera ;
mas durante o verdo de 1893 appareceram em Saint Dénis
uns casos suspeitos esporadicos, em dos quaes o Dr. Netter
encontrou o vibrido typico; ndo houve epidemia. No
anno seguinte (1894) ainda em Saint Dénis, de um caso
benigno suspeito, o mesmo Dr. Netter isolon o vibrido que
ndo den igualmente origem a nenhuma epidemia.

Eis ahi casos isolados sobrevindo no espaco de dois
annos sem. tomar desenvolvimento epidemico, isso na au-
zencia de qualquer medida prophylactica ou de hygiene.
E este vibrido que ndo foi capaz de produzir nma expansio
epidemica, nas experiencias a que foi submettido deu o
phenomeno de Pfeiffer em sua forma mais bella e com-
pleta ; isso quer dizer, portanto, que apezar do alto inte-
resse da descoberta do bacteriologista berlinez, ndo tem
ella 0 poder para caracterisar de modo indiscutivel o vi-
brido cholerico.

O bacillo virgula ndo toma o gram, mas deixa-se colorir
por todas as cores basicas. Uma solucio de fuchsina phe-
nicada de Ziehl, diluida em 10 ou 20 partes d’agua, em
contacto com as laminas durante alguns minutos, é nm bom
processo para evidenciar-se o microbio.  Este tem cilios vi-
brateis reunidos algumas vezes em uma s6 das extremida-
des ; outras vezes os cilios revestem o aspecto de um chicote
de duas pernas. O germen nfio da espéros e péde ainda
affectar a forma spirillar.
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A incerteza d’esses caracteres especificos do bacillo
virgula tem sido explorada pelos adversarios da bacterio-
logia como nma prova do pouco valor d’esta sciencia, sob
o ponto de vista medico. Na variabilidade do vibrido
cholerico quiz-se ver um argumento contra o papel etio-
logico d’esse microbio no cholera.

Cuningham, baseando-se sobre adiversidade das formas
microbianas ,emittio a seguinte opinido : «o cholera asia-
tico ¢ sempre uma e a mesma molestia ; os vibrides que se
encontram nos cholericos sio differentes, logo essa molestia
unica ndao pode ser produzida por causas etiologicos di-
versas : por counseguinte o vibridao de Koch ndao ¢ o pro-
ductor do cholera»

(asos de cholera em que os bacillos nio eram encontra-
dos ; exemplos de individuos de bda satde, cujas dejecedes
encerravam esses nmicrobios; a differen¢a entre o cholera
experimental nos animaes e o cholera intestinal no homem
e muitos outros tactos tém sido invocados como provas de
que o bacillo virgula nao ¢ o verdadeiro microbio do cholera.

Com o fim de resolver esse problema de modo preciso
Pettenkofer decidiu-se a absorver uma grande quantidade
de vibrides cholericos em condi¢des particularmente favo-
raveis para a acgio pathogenica d’esses germens.  Depois
de ter bebido uma dose safficiente de um alealino para
neutralisar a acidez do succo gastrico, o ousado professor de
Munich engolio um centimetro cubico de cuitura do bacillo
virgula, proveniente de dejecedes cholericas da grande epi-
demia de Hamburgo. Apezar da grande idade do celebre
epidemiologista e das condic¢des cm que elle submetteu-se
4 experiencia, o resultado d’esta foi antes negativo: a
enorme quantidade de vibrides ingeridos provocou apenas
uma ligeira diarrhéa ndo acompanhada de qualquer outro
symptoma. Encorajado pelo exemplo de seu mestre, Em-
merich submetten-se & umaexperiencia analoga, absorven-
do uma quantidade menor de vibrides, mas em condig¢des

muito graves : nao sémente elle auxiliou a accdo do bacillo
-l
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pela neutralisacfio previa do suceco gastrico, como tambem
provocou uma indigestde, commettendo um desvio de-
regimen. Apezar de todas essas precaucdes elle teve
apenas uma diarrhéa violenta, sem vomitos, sem caimbras

¢ sem hypothermia.
D’essas experiencias concluio Pettenkofer qtie o vibriao

de Koch era capaz de dar a diarrhéa, mas nio o verdadeiro
cholera ; que para a producc¢do d’este era preciso ainda a
intervenc¢iio de uma outra causa que ndo se conhecia até
aquelle momento. Outros sabios, pelo contrario, affirma-
ram que a diarrhéa dos dois audaciosos experimentadores
tinha sido uma forma ligeira do cholera, como é costume
observar-se no correr das epidemias.

Esta ~controversia provocon novas experiencias em
Vienna e em Pariz. No «Justituto Pasteur» o-professor
Metchnikoff e mais dez ou doze pessoas realmente corajosas
e desinteressadas submetteram-se 4 experiencia, absorvendo
culturas do bacillo virgula authentico. Unsnadativeram;
outros apresentaram diarrhéa viziforme, vomitos, caimbras
algidez e outros symptomas; de modo a ngo deixar duvidas,
fallecendo mesmo um d’esses docntes.

D’estas experiencias tirou-se a prova definitiva de
que o vibrido de Koch ingerido =6, sem nenhum outro mi-
crobio e f6ra de uma epidemia pdéde provocar no homem o
cholera asiatico verdadeiro. Mas tambem tanto estas ex-
periencias de Pariz como as Vienna demonstraram de modo
preciso que o homem pdéde impunentemente ingerir gran-
des quantidades do bacillo virgula sem apresentar a menor
perturbacio, ou pelo menos s6 ter uma diarrhéa insigni-
ficante. O acaso quiz mesmo que nos dois casos graves
mencionados acima o cholera experimental fosse provoea-
dos por vibrides quasi sem virulencin para os animaes: ao
passo que nos outros casos, —-n’aquelles em que quasi nada
observou-so de anormal, os vibrides empregados tinham a
viruleneia normal, tanto assim que davam a peritonite dos
cobayos. Do conjuncto d’estes factos impde-se uma con-
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clusio : —é que o vibrido de Koch é o verdadeiro agente
etiologico do cholera asiatico.

Entretanto como muita gente apresenta grande insen-
sibilidade ou resistencia a este microbio, for¢oso é admittir
a existencia de condi¢des particulares que favorecam a sua
ac¢do pathogenica. Nota-se ji desde algum tempo que
entre as cousas predisponentes do cholera estiio, ao lado do
alecoolismo, as perturbac¢des digestivas de toda a sorte,
principalmente os catharros intestinaes. Ora, cada vez
torna-se mais provavel que esses desarranjos gastro-intes-
tinaes sejam, como tantas outras molestias, devidos a mi-
crobios ; ndo é, portanto, sem fundamento suppdr-se que
esses  micro-organismos representem um papel no des-
envolvimento do cholera.

Muito antes da descoberta de Koch ja Neegeli expu-
nha a sua theoria diblastica do cholera, segundo a qual a
molestia resultaria da ac¢fio concommittante de dois mi-
crobios differentes, sendo um de origem indiana e outro da
localidade invadida pela epidemia. Esta theoria foi muitas
vezes sustentada por authores da escola epidemiologica de
Munich. Recentemente Nencki e seus discipulos querendo
fornecer provas experimentaes em apoio da associacdo mi-
crobiana injectaram em coélhos misturas microbianas,
compostas do bacillo virgula e de tres outros bacillos iso-
lados das dejecgdes cholericas e designados por elles sob o
nome de bacillus caspicus. Ao passo que esta mistura matava
invariavelmente os animaes, isolados, elles nenhum mal
lhes faziam.

Resultados analogos foram obtidos com a mistura do
vibrido cholerico e uma bacteria aquatica, ¢ ainda com
aquelle e uma especie de coli-bacillo encontrado no intes-
tino da vacca. Nencki pensa que taes experiencias forne-
cem a prova cabal de que o cholera asiatico ¢ numa infecgio
mixta, devida 4 associac¢do do bacillo virgula com as bac-
terias mencionadas.

Somente elle engana-se quando quer estabelecer a
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identidade entre a molestia dos seus roedores e o cholera
asiatico. As manifestacdes morbidas sio inteiramente .
differentes nos dois casos, e com certeza (o que ainda é mais
importante) a molestia é devida a invaséo do bacillus cas-
picus no organismo dos coélhos, tanto que foi elle encontra-
do n#o s6mente no ponto de inocula¢do como tambem nos
orgios internos dos animaes mortos. E’ que estes bacillos
ndo eram bastante virulentos para por si sés infectar o
organismo : foi preciso o concurso da toxina do vibrido
cholerico, que no caso foi 0 microbio coadjuvante ; algnma
cousa de analogo ao que faz-se correntemente em bacterio-
logia, quando quer-se exaltar ou reforcar (é o termo) a vi-
rulencia de uma bacteria, com productos toxicos de uma
outra.

Esta affec¢io communicada aos coélhos por Nencki e
seus dois discipulos Blachstein e Zumft nada tém, pois, de
commum com o cholera intestinal e nem mesmo com a
peritonite dos cobayos.

J4 mencionamos em outra parte as tentativas feitas
para resolver-se o problema do cholera intestinal dos ani-
maes. Ultimamente Issaeff e Kolle procuram desenvol-
ver a molestia em coélhos novos, pesando quinhentas
gramimas,e para isso recorreram 4 alcalinisacio artificial
do estomago ; mas apezar de tudo s6 obtiveram resultados
insignificantes.

O methodo seguido no «Instituto Pasteur» tem dado
melhores resultados. Os roedores novos (¢obayos e coélhos
ainda mamando) contrahem facilmente o cholera intestinal
sem previa neutralisacdo da acidez do succo gastrico, desde
que se lhes administre o vibrido cholerico juntamente com
outros microbios, como a sarcina, a torula e o bacillo coli-
Sforme. N'estas condi¢des os pequenos animaes adquirem
regularmente um cholera mortal, 4s vezes acompanhado de
diarrhéa, outras vezes sob a forma séeca. No grosso in-
testino accumula-se uma grande quantidade de um exsu-
dato seroso, uma especie de liquido inteiramente simi-
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Ihante 4 diarrhiéa riziforme do cholera humano : os animaes
nao apresentam, porém, uma hypothermia progressiva
¢omo no homeni.  Sem os microbios coadjuvantes mencio
nados os roédores podem tambem adquirir a molestia, mas
isso da-se raramente.  Sob a influencia da associagdo mi-
crobiana n@ao se reproduz a infec¢do mixta @ os microbios
coadjuvantes depois de terem desempenhado o seu papel
cedem o logar ao bacillo virgula, que por si s6 produz
d’ahi por diante os symptomas do cholera. Da-se um phe-
nomeno similhante ao que se passa no tetano: os sympto-
mas tetanicos sdo devidos ao bacillo do tetano ; mas este,
para fixar-se no organvismo e manifestar suas propriedades
pathogenicas, deve ser secundado por outras bacterias.
O cholera intestinal do co¢lho de mamma é uma molestia
contagiosa que transmitte-se facilmente a outros animaes
da mesma especie, por intermedio das tetas da mai. Esta
expansdo epidemica approxima alnda a molestia obtida
experimentalmente no «nstltuto Pasteur» do cholera hu-
mano ; esta similhanca entre as duas molestias peimitte
formar-se um juizo mais preciso sobre o caracter essencial
do cholera verdadeiro. Nos coc¢lhos elle deve ser consi-
derado uma intoxicacao do organisino pela toxina elaborada
no intestino, pelo vibrido : o sangue e os tecidos s6 excepcio-
nalmente sfio invadidos pelo bacillo; pédem estar com-
pletamente indemnes e entretanto os animaes morrem com
os symptomas caracteristicos. No homem tambem o vi-
brido limita-se ao intestino ¢ muiio raramente generalisa-se.
Koch, depois de ter notado este facto capital, deelarou que
considerava o cholera humano uma molestia essencial-
mente toxica. — A descoberta de um meio facil e seguro
de produzir o cholera experimental nos animaes de labora-
torio permitte encarar-se agora ¢our mais seguranca os
methodos propostos para a prevencido e cura do cholera
humano,

Depois da descoberta de Koch procurou se utilisar o
conhecimento que tinha-s¢ adquirido do microbio para
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conter um dos mais terriveis flagellos que affligem a huma-
nidade. A verifica¢gio de que o germen uiio dd espéros e
da sua fraca resistencia aos diversos agentes de destruicdo,
como a desecacglio, ou a influencia dos antisepticos, servio
de base a certas medidas praticas, taes como a desinfeccio
das habitacdes invadidas pelo cholera, ou de embarca¢des
procedentes de paizes contaminados. '

O facto de Koch e outros terem tambem insistido sobre
a circumstancia de poder o vibriio viver na agua potavel e
que esta é o principal vehiculo de contagio deu logar a
a exigir-se nma agua isenta de qualquer suspeita, bem como
ao emprego da agua fervida. ,

Finalmente fizeram-se numerosas investiga¢des no sen-.
tido da orientacdo pastoriana de encontrar uma vaceina
anti-cholerica. Logo que apparecen a epidemia de 1884
o Dr. Ferran, na Hespanha, comegou a estudar a questio
sob esse ponto de vista. Conseguio logo provocar uma
molestia mortal nos cobayos pela inocula¢iio sub-cutanea
do bacillo virgula e procurar vaccinar os animaes com
doses fracas do microbio vivo. Esta descoberta foi posta
em duvida por varios sabios, que na occasiio quizeram
verifical-a; mas actualmente ella é acceita por todo o
mundo.

E’ certo que a maior parte dos vibrides cholericos é
incapaz de provocar a molestia mortal dos cobayons, in-
troduzidos os germens pela via hypodermica ; mas inocu-
lando-o0s no peritoneo o resultado é segura. A vacecinacio
contra a peritonite dos cobayos é hoje cousa facil e corrente
nos laboratorios; emprega-se o methodo Ferran com cul-
turas vivas, ou tambem langa-se mao de culturas filtradas
na vela Chamberland.

Ferran nfdo tardou em applicar a sua descoberta no
homem ; em verias provincias da Hespanha invadida pelo
cholera elle vaccinou mais de cincoenta mil pessoas e segundo
a opinido do experimentador hespanhol essa vaccina di-
minuio seis vezes a morbilidade e dez vezes a mortalidade
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entre as pessdas vaceinadas, em  confronto com as que
deixaram de ser inoculadas. Infelizinente o Dr. Ferran
nao publicon dadas mais minuciosos, de sorte que é im-
possivel wm juizo seguro sobre suas tentativas e sobre seu
methodo.

Por oceasiao do reapparecimento do cholera na Europa,
no decurso do anno de 1892, veio de novo a ordem do dia
a vaceinaciio contra a molestia ; pode se ent@o confirmar e
desenvolver a descoberta de Ferran sobre a vaceinacdo
contra a peritonite dos cobayos, provocada pelo bacillo
virgula.

Haffkine vaccinou dorante dois annos mais de 32,000
pessoas na India, servindo-se de culturas do vibriio em
injecgdes sub-cutaneas.  Os jornaes assignalaram resulta-
dos summarios a que ndo se péde prestar {é; em todo o caso
mortalidade era maior do que a obtida por Ferran.

O melhor resultado conseguido por Hafkine refere-se
a um regimento de Cawnpore, no qual todas as pessoas
vaceinadas treze mezes antes ficaram indemnes ; ao passo
que derani-se 19 casos de cholera entre os soldados n&o vac-
cinados. T difficil aceeitar que tenha sido aquella immu-
nidade devida & vaccinaciio, porque mesmo nos animaes
quando ella parece efficaz s6 protege durante alguns mezes
(Ferran limita o prazo a dois mezes ) ; duas pessdas que
submetteram-se 4 celebre experiencia feita no «Instituto
Pasteur» e que seis mezes antes tinham sido vaccinadas em
Pariz por Haffkine, ambas adoeceram como as que nunca
tinham sido inoculadas.

A descoberta da propriedade preventiva e curativa
do sangue e do leite dos animaes vaceinados contra as mo-
lestias infectuosas, tem sido applicada por varios bacterio-
logistas ; Lazavus e Klemperer usaram do sangue ; mais
tarde Ketcher applicou o leite e verificou-se que esses li-
quidos preservam os cobayos contra a peritonite dos
cobayos.

Tustruidos pelo que se dd no tetano e na diphteria,



— 272 —

pensaram alguns bacteriologistas que se tratava aqui de
uma ac¢do antitoxica ; mas as investigagdes feitas por
Pfeiffer ¢ Wassermanu demonstraram plenamente que na
injeccdo previa, quer o serum, quer a vaccina com os bacil-
los premunem os animaes contra a infecgdo dos microbios
e nunca contra a intoxica¢do pelo veneno do vibrido.

Diante da differen¢a fundamental entre a peritonite
do cobayo, que é uma infeccio produzida pelo bacillo pul-
lulando na lympha e no sangue, e o cholera intestinal, que
é uma intoxicacao devida ao veneno elaborado nio intestino
pelo vibrido, podia-s¢ esperar uma accdo muito diversa do
serum preventivo nas duas molestias. De facto, as ex-
periencias feitas demonstram que a quantidade de serum
sufficiente para preservar quinhentos cobayos, da peritonite
cholerica, é incapaz de preservar um coélho de mamma
contra o cholera intestinal.

Os ensaios feitos até agora para curar o homem cho-
lerico ndo tém dado resultados; concluir-se d’ahi, porem,
pela impossibilidade de lutar contra o cholera n’esse ter-
reno, néo seria justo; somente é preciso encontrar-se um
serum capaz de agir contra a toxina : na sua ultima publi-
cacio Pfeiffer annuucia que ji obteve um comeco de pro-
priedade anti-toxica em alguns dos seus séros. No mesmo
sentido trabalha-se em varios labaratorios da Europa.

Os epidemiologistas téin verificado que ha localidades
indemnes de cholera ; 4s vezes a immunidade de uma po-
pulac¢do é passageira; outras vezes é duradora como em
Versailles, Montpellier, Lyon, Stuttgart, etc. Da mesma
maneira quando o cholera desenvolve-se em qualquer
logar fica-se sorprehendido de ver a marcha que segue a
epidemia, que expande-so ora uma incrivel rapidez, ora
com inexplicavel lentid&o.

Esse conjuncto de factos indica que a acgio pathoge-
nica do bacillo virgula depende de algumas condi¢des par-
ticnlares em que o microbio pode-se achar. A supposicio
de gue a flora microbiana que cerca o vibrido cholerico
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exerce uma grande influencia sobre ac¢ao d’aquelle orga-
nismo, levou os experimentadores & descoberta do cholera
intestinal dos pequenos roedores ; por isso tem-se o direito
de pensar que no homem os mesmos factores intervém
para o desenvolvimento da molestia.

Esta hypothese, que ainda nfio po6de ser rigorosamente
demonstrada, estd muito de acedrdo com o que sabe-se da
microbia e epidemiologia do cholera. Sanarelli mostrou
que o vibrifio cholerico pode viver nas agnas de um dos
logares indemnes classicos : a cidade de Versailles. A na-
tureza cholerica d’esse vibrido deu, em uma experiencia
no homem, um caso de cholera, tendo tambem sido veri-
ficada a propriedade de dar o phenomeno de Pfeiffer, por
aquelle distincto bacteriologista. A immunidade local
nao tira, pois, ao vibrido a sua virulencia ; ella depende
de outras causas, que devem revistir um caracter tambem
local ; ora, entre os factores d’esta ordem deve-se collocar
no primeiro plano a flora microbiana, que pdéde favorecer
ou inhibir a accdo do germen. Sobre os microbios favore-
cendo a accdo do vibrido cholerico ji ha factos bem esta-
belecidos ;: mas no sentido opposto nada ha ainda feito.
Entretanto proseguem os estudos n’esta direc¢io.






DIPHTERIA

SUMMARIO—O bacillo nas falsas membranas.—
Pesquisas.— Colora¢do.—Isolamento sobre
serum coagulado.— Colonias diphtericas.—
Resistencia do bacillo.— Ac¢do do germen
sobre os animaes.—Paralysia diphterica ex-
perimental.— O bacillo ndo prolifera nos
orgios.—Attenuacio do microbio.—Bacillo
pseudo-diphterico.— Associa¢des microbia-
nas na diphteria.—Veneno diphterico nas
culturas.—Paralysias toxicas.—Proprieda-
des do veneno diphterico. — Immunidade
conferida aos animaes.—Processos diversos.
—Serum dos animaes immunisados.—Anti-
toxina.— Tratamento especifico da moles-
tia ; seus resultados.

Foram priveipalmente os trabalbos de Klebs e de
Leeffler que contribuiram para tornar conhecido o mierobio
da diphteria, que é uma molestia caracterisada essencial-
mente pela formag¢do de falsas membranas resultantes de
uma infiltragido fibrinosa, seguida de mortificacio do derma
mucuso. Esta falsa membrana é de cor acinzentada e re-
produz-se rapidamente toda a vez quc é destacada. Em
geral a molestia conserva-se localisada durante algum tempo
e $0 mais tarde generalisa-se infeccionando o organismo,
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Leeffler demonstrou a presenca de microbios nas falsas
mewmbranas ; mas os bacillos sio difficeis de isolar. Para
isso comeca-se por semear um pedaco das falsas membranas
sobre serum gelatinado. Tambem a cultura péde ser feita .
em tubos de gelatina, submettendo-se depois a uma tempe-
ratura de 20 ou 22 grios centigrados.

Os bastonetes.obtidos por este meio sdo immoveis e
colorem-se facilmente com uma solucio aquosa de azul de
methylene. Elles tém alguma similhanga com os bacillos da
tuberculose, sendo, porém, um pouco mais delgados. As
culturas aquecidas a 60.° ficam estereis.

A diphteria semeada em ser um coagulado dé colonias
salientes na superficie, apresentando no (ienpro um pouco
claro e na peripheria uma zona mais carregada. Bm ge-
latina glycerinada o microbio cresce muito bem, mas sus-
pende-se a cultura logo que o meio deixa de ser alcalino.
Em caldo a prolifera¢io do germen faz-se regularmente,
sem que o meio fique turvo ; apresenta um pequeno deposito
no fundo do vaso, quando apparece a acidez ; um pouco
mais tarde a reacciio muda ea cultura volta 4 alcalinidade.
E n’essa occasifio que apparecemn os crystaes phosphato-
maguesianos, provenientes da transformagio das materias
azotadas em alcalis. Ha entretanto a]UlllllaS racas do ba-
cillo que turvam o caldo. ‘

O microbio é aerobio-anaerobio, mas na presenca do
ar prolifera muito melhor. Em clara d’ovo, em batatas,
em gelose, o germem cresce mal. Juntando-se a qualquer
dos meios um pouco de assucar os resultados sfio mais
apreciaveis, porém dentro de pouco tempoa t *-msformagﬁo
das materias hydro-carbonadas em acidos smpende a

cultura.
Um bom meio de cultura para o bacillo da diphteriai

é um caldo obtido de carne velha, saturado de carbonato
de cal ; o microbio conserva- se vivo nos meios durante -
mezes. Nio dé espéros e a 58.° morre. Os autisepticos
fracos, que alids-o- attingem difficilmente por causa da
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membrana que o protege, tambem distroem aquelle micro-
organismo rapidamente uma vez em contacto com elle.

Guardado em logar secco e ao abrigo da luz elle con-
serva—se durante annos: o Dr. Roux semeou com resultado
um poueco de uma falsa membrana conservada durante
trinta  annos por um medico, cujo filhinho fallecera da
molestia.

O bacillo de Klebs encontra-se principalmente na su-
perficie das falsas membranas.  Abaixo da superficie d’estas
ha uma camada fibrinosa e com granulacdes, sob esta ainda
ha uma tambem fibrinosa, mas reticulada, na qual encon-
tram-se grupos do bacillo ; mais abaixo ainda existe uma
camada mucosa muito congestionada contendo globas san-
guineos e leucocytas.

Outros microbios de natureza diversa da diphteria
acham-se misturados com os de Klebs na superficie da
membrana, ao contrario do que se did nas camadas mais
iuferiores, onde quasi que s6 ha Dbacillos puros da di-
phteria.

Inoculados nos animaes os bacillos de Klebs ddo uma
molestia similhante 4 diphteria do homem, da qual morrem
0S animaes.

Um cobayo inoculado sob a pelle apresentard um
edema no ponto picado e morrera em 24 horas. O edema
¢ coberto de estrias sanguinolentas; os vasos abdominaes
sdo congestionados. Ha derramento pleural e hyperhemia
para os rins. -—As gallinhas e pombos succumbem rapida-
mente ; o cdo dura de tres a quatro dias, e a vacea ¢ o
carneiro tambem succumbem ao mal.

Para reproduzir-se a molestia com o seu cortejo ha-
bitual de symptomas, basta collocar o germen sobre uma
mucosa lesada (estando intacta o mierobio ndo prolifera) ;
inoculado na trachéa de um coélho este apresentari em
breve o croup com os seus symptomas : ruido de bandeira
(bruit de drapean) suﬁ‘ocag_éo, falsas membranas com os
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bacillos ¢ por fim a morte. Os ratos e os camundongos
sfo refractarios 4 dipheteria.

A principio negou-se a especifidade do bacillo de
Leeffler e attribuiu-se a producgio de falsas membranas a
estreptococcos ; de facto estes microbios estdio muitas vezes
associados ao- da diphteria nas falsas membranas ; mas
culturas puras do bacillo de Leeffler, inoculadas dao a pa-
ralysia diphterica, que jamais é produzida pelo estrep-
tococco. Nos coélhos essa paralysia comeca pelos membros
posteriores ¢ vai invadindo progressivamente o corpo do
animal até a morte, que é a terminag¢io constante ; ao passo
que as criangas escapam muitas vezes. _

Querendo-se acompanhar o desenvolvimento do bacillo
nos coélhos inocula-se uma serie a0 mesmo tempo e vai-se
sacrificando successivamente cada animal 2, 4, 6, 8 horas
depois da inoculaciio. Observa-se entdo que a cultura
faz-se bem no comego, mas suspende-se depois, porque
os microbios sio envolvidos pelo exsudato. fibrinoso das
falsas membranas e ndao podem estender-se.

N’este caso porque a molestia é mortal 2—Simples-
niente porque a diphteria ndio é de maneira algama uma
infecgdo, e sim uma intoxicagdo como veremos mais longe.
E’, pois, uma molestia especifica muito variavel em sua
virulencia. Ha bacillos diphtericos que matam em 24
horas um cobayo de 500 grammas ; outros levam 6 e 8
dias para consummar a sua obra ; outros menos activos
causam apenas lesdes locaes de que o animal restabelece-se ;
finalmente os ha tambem de uma virulencia nulla.

Consegue-se artificialmente tornar quasi neutro o ba—
cillo : toma-se uma falsa membrana e semea-se ; ella vai
apresentar diversos grdos de virulencia ; depois de tel-os
ensaiado em varios animaes, escolhe-se aquella colonia que
mostrou-se mais virnlenta e semea-se em gelatina glyce-
rinada ; a principio ella erescerd bem, até que a producciio
de acidos venha embaragar o seu desenvolvimento. O ba-
cillo collocado w’estas condig¢des desfavoraveis perderd
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gradualmente  sua  viralencia ; antes, pm"ém, que elle
morra, toma-se um pouco da cultura e semea-se em outro
tubo de gelose glyeerinada e assim por diante até que nio
haja mais virulencia.

Ha ainda outro processo : deixa-se séccar e envelhecer
uma falsa membrana em uma folha de papel ; semeando-se
parcellas d’essa membrana em epocas differentes vé-se que
cada dia as culturas vio se tornando menos activas.

Em resumo : no homem uma mesma membrana contém
colonias de uma virulencia variavel. Esta virulencia
pode ser attenuada por meios artificiaes. O bacillo
conserva-se¢ por muito tempo, mas vai-se attenuando.

Nas pessoas gozando bda satide encontra-se nos pro-
ductos da garganta o bacillo, que cultivado reproduz todos
os signaes do bacillo de Klebs. Estes bacillos pseudo-
diphtericos encontram-se nos servi¢os hospitalares de
criancas doentes de sarampam ; ¢é ahi que os doeutinhos
adquirem muitas vezes a diphteria. —Serd um microbio
differente do outro ? Pensa o Dr. Roux que trata-se sim-
plesmente de uma forma attenuada do bacillo de Leeffler.

Ao lado das anginas diphtericas authenticas, ha outras
de falsas membranas causadas por microbios differentes
d’este que estudamos.  Podemos citar as anginas causadas
por estreptococeos, as do estaphylococcus, as do pneumo-
cocco e mesmo as do coli-bacillo. Ao lado d’estas appare-
cem no larynge e no pharynge outras lesées produzidas por
um pequeno coccus, muito delgado ¢ que foi visto pela
primeira vez pelo Dr. Roux e por Yersin, denominado
coccus de Brisou, assim chamado porque foi o menino
d’este nome que o forneceo. Esta criang¢a entrou para o
Hospital dos «Enfants malades» gravemente doente de
croup, escapou, péde-se dizer, milagrosamente, tendo, em
desespero de causa, soffrido duas vezes a operagiio da tra-
cheotomia.

O coccus de Brison desenvolve-se em serum em colo-
nias similhantes ds do bacillo diphterico, cultiva-se em
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serum dando colonias similhantes 4s do bacillo diphterico,
mas as colonias sio mais lisas e mais salientes.

O diagnostico pelo microscopio é em todos os casos de
indeclinavel necessidade. Em um cuaso suspeito de di—
phteria procede-se assim : — toma-se um pouco das falsas
membranas e faz-se immediatamente uma preparac¢io entre
lamina e laminula, que examina-se ao microscopio ; em
seguida, e para maior seguranga, semea-se a mesma mem-
brana em tubos que sio levados 4 estufa.

Si é mesmo da diphteria que se trata, as colonias ap-
parecerio 14 para a decima oitava hora. A precocidade
das culturas niio deixard n’este caso a menor duvida e o
exame microscopico completard o diagnostico. S0 o coccus
de Brisou seria de capaz de proliferar tdo depressa ; mas
sendo a sua forma bem differente do bacillo de Klebs, a
confusio vnio serd possivel.

- Deixando-se a cultura na estufa mais de 1& horas
corre-se o risco de ver desenvolvercm-se outras especies mi-
crobianas. Esta cultura fornece ainda indicagdes uteis para
o prognostico :— bacillos longos entrelagcados, colonias nu-
merosas indicam uma diphteria grave. Poucos bacillos,
colonias raras, microbios curtos, collocados mais ou menos
parallelamente, indicam, pelo contrario, que o caso serd
benigno. '

E’ necessario examinar se existe associacio micro-
biana: si, por exemplo, encontra-se o estreptococco. Para
reconhecel-o deixa-se a cultura envelhecer na estufa.
Quando apparecem entre as colenias diphtericas pequenos
pontos que tomam o gram, é que ha estreptococcos compl‘i-
cando o caso, cujo prognostico deverd ser considerado grave,
porque ¢ muito provavel a apparecimento da broncho-
pneumonia. ‘

O facto de se acharem os ganglios cervicaes entumeci-
dos e a cOr pardacenta das falsas membranas indicam
tambem a presenc¢a de estreptococecas. Si o microbio as-
sociado for o pneumococco devemos receiar terriveis
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complicagdes para o pulmio ; e si for o estaphylococco é
uma brouchite que vird aggravar a sorte do doente. Em
summa. ndo ¢ demais insistir-se sobre a importancia do
diagnostico bacteriologico, mesmo porque muitas criancas
entram indevidamente para os servigos destinados especial-
mente para a diphteria, molestia que os meninos podem
n’este caso contrair.

O bacillo de Leeffler persiste na boceea dos convales-
centes muito tempo depois da cara ; por isso em Franca
nos servigos nosocomiaes ndo se dd altaou boletim de exeat,
sem que se esteja seguro, por exame microscopico e cultu-
ras muitas vezes repetidas, de que o bacillo desappareceu
completamente.  Além d’isso os ex-doentes devem fazer
frequentes gargarcjos e bochechos boricados.

Ha uma especie de diphteria nasal muito insidiosa, tra-
duzindo-se por catharro do nariz, difficuldade de res-
pirar e uma ligeira febre ; as pessoas affectadas constituem
focos ambulantes de contagio, visto como por manifesta¢des
tdo ligeiras, ninguem guarda o leito. A’s vezes ha certas
solucdes de continuidade na mucosa labial difficeis de
sarar, porque contém o bacille: eis ahi uma outra fonte
de contagio.

Conservando os productos das falsas membranas sua
virulencia durante muito tempo, segue-se que as desinfec-
coes sio de rigorosa necessidade ; essas desinfecgdes devem
ser meticulosas ¢ muito serias, nao s6 nos aposentos como
nos moveis, roupas de cama ¢ do doente, mesmo quando
jd tenham deeorrido alguns mezes.

Pelo que ji conhecemos pode se tirar algumas indieca-
cdes sobre o tratamento : as cauterisagdes das falsas mem-
branas, sobre serem inuteis sdo perigosas, como tudo gue
pode escoriar ou lesar amucosa, o que daria logar & formacio
de novos focos de cultura do bacillo.  Os antisepticos sio
tambem inuteis porque ndo podem attingir os microbios,
estando estes protegidos pelas falsas membranas, e quando
sio muito toxicos ha ainda o perigo da absorp¢io por

36
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parte do doente, cujos rins nio funccionam de modo a eli-
minar francamente os toxicos.

Deve-se permittir apenas, a titulo de asseio local a
agua esterilisada ou fervida; ou entio um pouco d’agna
boricada, ou ainda misturada com hypochlorito de soda.
O tratamento local tdo em voga outr’ora, mas sempre sem
resultados, perdeu inteiramente de importancia e foi
completamente abandonado, depois do tratamento especi-
fico recentemente descoberto pelo Dr Roux e de que vamos
nos occupar mais longe.

Conforme vimos o bacillo da diphteria inoculado em
um cobayo desenvolve-se no ponto de inoculacio sem es-
palhar-se pelos outros orgios, nio gencralisa-se. Trata-se
pois de uma molestia analoga ao carbunculo, a0 cholera
das gallinhas, ao rouget do porco, ete., nas quaes alids en-
contra-se sempre uma grande quantidade do bacillo.

Na diphteria o numero de germens ¢ muito mais li-
mitado e ndo basta para explicar plenamente a infeccfio.
E’ preciso pois admittir-se que o microbio ndio gene-
ralisando-se, niio péde entrar directamente em conflicto
com a cellula, ndo luta, por ussim dizer, corpo a corpo
com os elementos primordiaes do nosso organismo, mas o
faz por intermedio de alguma cousa, e essa alguma cousa é
o veneno por elle secretado, é a sna toxina, que absorvida
vai perturbar profundamente a economia. FE’ portanto a
diphteria uma doenga toxica, como o demonstrou brilhante-
mente a bacteriologia e como ji deixavam suspeitar as
lesbes necropisicas e os symptomas observados.

Si guardarmos durante tres ou mais semanas na
estufa a 37" uma cultura do bacillo diphterico, este des-
envolver-se-4 sob a forma de véo, cahindo mais tarde no
faundo do vaso ; si inocularmos um pouco d’esse liquido
em um cobayo pesando 500 grammas o animal morrerd em
36 horas. Si o liquido tiver sido previamente filtrado na
vela Chamberland veremos aiuda que injectado na mesma
dose (1/10 de centimetro cubico) matars o animal com a
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mesma rapidez observada antes da filtragdo ; é pois evi-
dente que no ultimo caso o animal sucecumbio 4 um enve-
nenamento causado por substancias chimicas elaboradas
pelo microbio. No primeiro dia a cultura (si ella foi
semeada com mierobios muito activos) é dotada de grande
virulencia, mas é pouco toxica ; 4 propor¢do, porém, que
vai envelhecendo, diminue de virulencia para tornar-se
muito toxica.

Obtem-se a toxina pelo seguinte processo indicado
pelo professor Roux :— toma-se um pouco de caldo de
carne ligeiramente alealino, tanto quanto baste para dar
um ligeiro matiz azul ao papel de towrnesol ; n’este caldo
semea-se uwm bacillo reconhecido como muito virulento e
leva-se a cultura & estufa aquecida a 37° grdios de calor

Dentro de pouco tempo a formacio de um véo nos
indicard as bdas condi¢des da cultura. A reacgdo do
meio torna-se acida, mas logo depois volta & alealinidade
primitiva, o que tambem é um outro signal do bom des-
envolvimento do microbio. No fim de tres ou quatro se-
manas, ot mesmo de um tempo mais longo, o caldo pos-
suird uma toxidade elevadissima. N’estas condi¢des basta
filtral-o na vela Chamberland para poder ser empregado.

Por meio de um artificio pode-se precipitar as phases
d’este desenvolvimento, tomando-se um baldao de fundo
chato e muito largo (dito de Fernbach), de modo a offerecer
uma vasta superficie para ser bem arejada, e contendo duas
tubuladuras, communicando uma d’ellas com uma trompg
aspiradora de ar, emquanto que a outra contém agua até
metade da altura dos dois ramos. Collocado o caldo noO
baldo faz-se passar pela superficie do liquido uma corrente
de ar humido (para evitar a evapora¢iio) com a velocidade
de dois a tres litros por hora. Este processo diminue de
metade o tempo necessario para fazer-se a cultura.

A actividade do veneno diphterico nio ¢é sempre a

mesiin nas culturas feitas com o mesmo bacillo e naS
mesmas condigdes, pelo que é preciso experimentara viru-
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lencia do producto obtido. Consegue-se esse resultado iu-
jectando-se sob a pelle de um cobayo de 400 a 500 gram-
mas do peso, a decima parte de um centimetro cubico da
toxina, que, para poder ser empregada na immunisa¢io
dos animaes destinados a fornecer o serum curativo, deve
matar o cobayo em 48 horas.

O veneno ou toxina da diphteria introduzido no orga-
nismo dos animaes sensiveis 4 molestia d4 os mesmos sym-
ptomas que lhes causam as inoculagdes de culturas vivas.
Logo depois da injeccio apparece um edema no ponto ino-
culado ; mais tarde o animal torna-se dispneico e morre.
Si a quantidade injectada ufio é grande o animal sobrevive
4 primeira phase do mal, mas apparecem as paralysias
diphtericas typicas, que no fim de alguns dias ddo a morte.

O veneno diphterico é destruido a 100° de tempera-
tura ; exposto durante 12 horas consecutivas a 58 fica
muito enfraquecido, de modo 4 ndo matar mais um cobayo,
na dose de um centimetro cubico. Certos agentes chimi-
cos, os fermentos pepsicos, o destroem. O alcooi, os
agentes oxydantes, a agua oxygenada, os hypochloritos al-
calinos, o trichlorureto de iodo, ou o proprio iodo, enfra-
quecem em graos diversos o veneno diphterico ; a proprie-
dade d’esses corpos serve para attenunar a toxina destinada
4s imwunisacdes.

Nos animaes chamados de laboratorio (cobayos, coé-
lhos, ratos, ete.) consegue-se raramente habituar o orga-
nismo 4s déses fracas da toxina: os animaes morrem de
cachexia; entretanto Brieger, Kitasato, Roux, Nocard e_;
Martin tém obtido resultados satisfatorios em varias occa-
sides e segnindo precessos mais ou menos analogos.

Em 1890 Behring e Kitusato escreveram uma meimo-
ria em que revelavam as propriedades do sangue dos ani-
maes immunisados contra a diphteria: o sangue desses
animaes era capaz de destruir o veneno diphterico in vitro
e no organismo ; esta propriedade subsiste intacta no se-
rum desembaragado dos elementos figurados,
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Estes factos que vinham counstituir os primeiros ele-
mentos para a serotherapia do croup, ndo permittiram a
applicacdo do methodo na pratica medica ; s6 mais tarde
com os estudos profundos sobre o assumpto e com os aper-
feicoamentos introduzidos pelo professor Roux podde a se-
rotherapia passar a ser o processo curativo mais efficaz
que ja existio para a diphteria. Este facto auspicioso e
notavel para a historia da medicina data do anno de 1894,
quando no Congresso de hygiene, reunido em Budapest
o Dr Roux leu a sun celebre memoria, assignada tambem
peln seu collaborador Yersin, peca notavel e que passa com
razdo por ser o trabalho mais completo e perfeito que até
hoje tem-se feito em bacteriologia. Na exposicao do me-
thodo e mais processos relativos a immunisa¢io dos animaes
para a producc¢do do serum curativo e snas applicagdes prati-
cas cederenmos a palavra aos seus autores e collaboradores.

O animal escolhido é o cavallo, ndo sdmente porque o
seu serum é inoffensivo para o homem, mesmo quando
administrado em grandes doses, como tambem porque
aquelle animal sopporta melhor do que outro qualquer
o veneno diphterico, tendo ainda a vantagem de fornecer
grandes quantidades do serum, de uma 86 vez.

O cavallo destinado 4 immunisacdo deve ter de 6 a 9
aunos de idade, ser bem nutrido e ndo apresentar nenhu-
ma lesio. Antes de comecarem as inocula¢des destinadas
a immunisal-o faz-se a prova da malleina (Vid. Mormo)
para ter-se a certeza de que o animal ndo € mormoso.
Primeiramente faz-se uma pequena injecgdo subcutanea
atraz da espadoa, de wma toxina matando em 48 horas um
cobayo de 500 grammas, na dése de 10 centigrammas.  Em
dobses crescentes, mas inoffensivas e guardando o intervallo
de alguns dias vai-se continuando a inocular a toxina,
apresentando o animal apenas ligeiro edema local, bem
como um pequeno augmento da temperatura no dia da in-
jecgao.
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Eis aqui um quadro representando a immunisa¢io de um
cavallo pelo processo Roux.

E’ copiado das notas originacs existentes em Garches,
nos arredores de Pariz, que é o logar onde estdo installa-
das as baias para os cavallos destinados & fabricagio do
soro antidiphterico : i

Cavallo de 7 annos, pezando cerca de 400 kilogrammas. A to=-

xina empregada mata um cobayo de 500 grammas em 48 horas, na
dose de um decimo de centimetro cubico.

No 1. dia injectou-se 1/4 de c-C, toxina iodada 1/'0. Nido houve reacgio.

> 2° » > 1/2 > > > > > >

> 40, 6°, 8° dia Nada.

> 13,14 » » 1ce toxina iodada 1/10. Ndo houve reacgio.
» 17° > > 1/4c.c. toxinaiodada. Ligeirocdema sem febre.
> 220 > » 1 c.c. > > > > > >
> 23° > » 2ecoc > » > > > >
» 25° » > 3eec > > > > > »
> 28 > » 5o > > > > > >
» 30°, 32°, 36° dia 5 c.c. > > » > > >

D 43°, 46°, 48° » 30 c.c.  toxina pura. Edema consideravel, dis-
sipado em 24 horas.

> 53 dia 60ce. > > > > > > >
> 570,63, 65, 670dia60cc. > > > > > > »
» 720 dia 90 c.c. > > > > D> » >
» 89 > 260 ¢, » > > > D> D> >

Este cavallo recebeo, pois, no decurso de 80 dias cerca de 800
centimetros cubicos de toxina apresentando apenas um edema passa—
geiro com o augmento de um grio de temperatura, quando as injec-
¢Oes erdo maiores. Sangrado no 87 dia este mesmo animal recebeo
uma nova injecgdo de 200 c. c. de toxina, sem inconveniente.

Em media sfio necessarios tres mezes para a immuni-
sa¢do de um cavallo. Terminadas as injecgles de toxina
deixa-se o animal repousar durante 8 ou 10 dias antes de
tirar-se-lhe o sangue. Um cavallo péde fornecer cerca de
quatro litros de sangue em cada sangria ; esta pode ser re-
petida, guardando-se intervallos de 20 ou 30 dias. Prati-
ca-se a sangria na jugular, por meio de trocart, ficando a
canula ligada a um tubo de borracha que despeja em um
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boceal, tudo rigorosamente esterilisado, segundo technie
bacteriologica. O sangue ¢ entdo abandonado 4 coagula-
¢do espontanea e pode fornecer dois litros de serum.
Havendo muitos animaes ao mesmo tempo a fornecer se-
rum ¢ conveniente misturar o sangue de todos elles, por-
que assim obtem-se um sernm uniforme.

Trata-se agora de conservar o serum ; para isto toma-

se uma pipetta de Chamberland, aspira-se o liquido, que
é dividido entdo pelos pequenos frascos; em cada um
d’estes bota-se um pequeno pedago de camphora previa-
mente passada pela chamma do gaz como agente de conser-
vacdo ; o frasco ¢ finalmente fechado com uma rolha de bor-
racha esterilisada e guardado ao abrigo da luz. Na Euro-
pa o serum assim conservado dura mezes e annos com as
suas propriedades normaes. Tambem é possivel conser-
rar-se o serum  no estado solido fazendo-o evaporar no
vasio ; quando quer-se fazer uso d’elle é s6 juntar-lhe 8 ou
10 vezes o seu volume de agua esterilisada ; mas esta solu-
¢ido tem o inconveniente de produzir um edema passageiro ;
é por isso que na Europa proferem a forma liquida e sé
expedem o serum secco para os paizes do clima tropieal,
onde o producto liquido perde rapidamente as suas pro-
priedades. Emfim o cavallo que esti fornecendo o soro
deve ter a sua immunidade entretida por novas injeccoes
de toxina, injec¢des que podem ser feitas de uma s6 vez
(300 a 500) no momento mesmo em que se acabou de reti-
rar-1he sangue e pela mesma canula que para este fim tem-
se deixado no logar; ou entdo, o que é mais util, recor-
re-se 4s injecgdes subcutaneas repetidas.

Na Allemanha o methodo de immunisa¢do corrente-
mente empregado é o de Behring ; em Hochst-sobre—o
Mein, nas proximidades de Frankfort, existe uma grande
installacio de mais de 600 cavallos, que fornecem o serum
antidiphterico em larga escala.

Os primeiros trabalhos de Behring sobre serotherapia
antidiphterica repousavam sobre o principio do enfraque-
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cimento das culturas pelo trichlorureto de iodo ; elle inje-
ctava ddses crescentes de culturas, cada vez contendo
menor quantidade de trichlorureto de iodo. Em pouco
tempo elle obtinha o que elle chamava base de immunidade
( Graundimmunitat ).

Transposta essa 1* phase do processo elle inoculava
entdio doses crescentes e completava a resistencia organica.
As quantidades e os intervallos das doses eram calculados
segundo a dara¢io e intensidade da ultima reaccdo : as
déses 86 eram wugmentadas quando a ultima injec¢do tinha
sido supportada pelo animal sem a menor reacgao.

Roux no seu processo tambem juntava 4 sua toxina
um pouco de iodo, soba forma de licor de Gram ; mas
hoje esta addicdo tornou-se facultativa, e em Pariz é in-
ditfferente comecar a immunisar-se com a toxina iodada
ou pura. :

Quando se tem feito uma serie prolongada de injeccdes
e tem-se motivo para suppdr terminadaa immunisac¢io pra-
tica-se a sangria conforme ji deixamos indicado e divide-
se 0 serum por pequenos frascos onde elle ficard conserva-
do com um pouco de camphora oun acido phenico; é ne-
cessario, porém, conhecer o valor anti-toxico do serum
antes de empregal-o como meio therapeutico.

Roux injecta o serum antidiphterico em um cobayo
de 500 grammas na ddse de uwm centesimo de centimetro
cubico ; vinte quatro horas depois injecta 1/2 ¢. cubico de
cultura virulenta de diphteriaj si o animal resiste, isso é :
se a dose sernm foi sufficiente para neutralisar a acciio da
toxina, elle considera o soro eapaz de ser utilisado no
homemn.

Behring estabeleceu a unidade antitoxica do que elle
chama serum normal, que é aquelle que na dése de 10 cen-
tigrammas neutralisa exactamente um ¢. cubico do veneno.
Um centimetro cubico d’este serum contém portanto uma
unidade-behring. O Dbacteriologista berlinez estabelecen
que a dése therapeutica simples é equivalente a 600
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unidades, que vem a ser o minino que se deve injectar
para inicio de tratamento.

Ehrlich notou que o leite dos animaes immunisados
tinha propriedades anti-toxicas ; este facto, porém, tem
apenas o interesse de uma descoberta theorica e de nenhum
valor pratico, porque a extrema dilui¢do da toxina no
leite impedede de lancar-se mao d’este liquido para o trata-
mento dos doentes.

Confirmado pelo exame mieroscopico e bacteriologico,
ou simplesmente suspeitado como tal um caso qualquer de
croup, deve-se sem perda de tempo tratal-o por meio das in-
jecgdes de serum antidiphterico ; e, tendo em vista a mais
rigorosa asepsia, escolhe-se uma seringa especial de capa-
cidade de 10 ¢. c. ou mesmo mais, e esterilisa-se em uma
solug¢iio de soda a 1 Y, que é aquecida a 100° e onde a se-
ringa é deixada durante cinco minutos ; em seguida pra-
tica-se a injeccio. Quanto 4 seringa, tanto o modelo de
Koch, como o de Roux preenchem bem o fim que se tem
em vista.

O logar do corpo em que deve ser feita a picada ne-
nhnma importancia tem e cada um escolhe o que lhe pa-
rece melhor. A pelle é lavada com agua quente ¢ sabdo
e esfregada com uma escova aspera, depois com alcool e
com uma solucio phenicada on de sublimado. N#&o é ne-
cessario massar a regiio apds a injeccdo : a reabsorpcdo
do serum faz-se rapidameunte, de sorte que a proeminencia
local desapparece logo. No logar da picada passa-se um
pouco de collodio iodoformado.

A questdio da quantidade de serum a injectar em um
caso de ¢roup tem uma grande importancia, pois nfdo basta,
como muito bem diz o Dr. Funck, chefe dos trabalhos do
«Instituto Serotherapico» de Bruxellas, «comec¢ar-se por
uma injecco de 20 c¢. e. de serum de Roux, ou de 10 c. c.
de um dos tres soros de Behring e limitar se a aguardar
os acontecimentos! O papel do medico em presenca de

um caso de croup deve ser muito mais activo : as ultimas
37
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estatisticas mostram a vantagem de injectar-se uma ddse
sufficiente de anti-toxina, segundo a gravidade do caso.»

De facto assim é: a dosagem varia com a phase em
que a molestia estd ; varia com o processo morbido local,
com a existencia de uma infec¢iio secundaria, com a idade
de criancn, ete. Nos servicos hospitalares que empregam
o serum mais concentrado é onde tem-se colhido os me-
lhores resultados.

O professor Roux recommenda para as anginas
diphtericas puras duas ou tres injecedes, representando de
40 a 50 c. c. de serum ; e para as anginas associadas cerca
de 70 c. ¢. Quando a associacio microbiana é com o es-
treptococco, além do serum antidiphterico, injecta-se tam-
bem o serum de Marmorek. Na Allemanha a grande fa-
brica explorada em Hochst pela firma Meister LuciuS
e Bruuing, sob a fiscalisacio de uma commissio official,
fornece tres especies de serum : '

Ne 1 contendo 600 wnidades-behring em 10 c. ec., re-
presentando a ddse therapeutica mais simples applicavel
a todas as criancas de tenra idade e bastando, sempre que
o tratamento tem comecado no 1 ou 2+ dia molestia.

Ne 2 contendo mil unidades, em 10 ¢. c., applicavel
aos casos de media intensidade.

No 3 contendo 1,500 wunidades, recommendado nos
casos graves, ou para os doentes que comecaram tarde, ou

ainda para aquelles que tenham o larynge compromettido
por qualquer forma.

Para os adultos qualquer d’estas déses é insufficiente :
ellas devem ser repetidas pelo menos uma vez, de seis a
dozes horas depois da primeira injeccdo ; por seguranca
tambem deve-se proceder assim com o0s meninos maiores
‘de cinco annos.

Um dos effeitos mais promptos das injecgdes de sbéro
antidiphterico ¢ a melhora brusea do estado geral do
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doente, affirmam todos que applicam ou tém visto applicar
0 novo tratamento.

Em seguida a formacfio de falsas membranas é ra-
pidamente suspensa e, segundo nota o Dr. Roux, ellas
desapparecem no fim de 36 a 48 horas.

Quando a interven¢iio é tardia e o caso é grave pode-
se nao conseguir tdo brilhante successo ; as falsas mem-
branas ameacam o doente de asphyxia immediata e ndo ha
remedio sendio recorrer a tracheotomia, que tornou-se
quasi desnecessaria com o novo remedio ; e com a intubag¢do
ou tubagem do larynge, processo reimportado recentemente
da America do Norte em Franca, onde tinhasido descoberto
em 1848 pelo professor Bouchu; mas este modesto e ope-
roso author teve a md sorte de ter contra o seu precioso
invento a immensa authoridade de Trousseau que preconi-
sava a tracheotomia ; de modo que o processo nio teve
quasi applicacdo em Franca e cahiu no esquecimento.

Agora, porém, foi elle reimportado por alguns medi-
cos e tem sido calorosamente preconisado pelo Dr. Chail-
lon, como bem superior & sangrenta tracheotomia, nos
poucos casos em que esta era ainda empregada, apezar do
tratamento especifico; de sorte gne com os dois processos
combinados, a abertura da trachéa é hoje inteiramente ex-
cepcional, emquanto que outr’ora era a regra ; salvava, é
certo, os doentes da asphyxia immediata, mas era impo-
tente diante da intoxicacdo produzida pelo veneuo
diphterico.

Nao acontece mais assim com o novo tratamento Beh-
ring-Roux, que fez baixar immediatamente e por toda a
parte a porcentagem da mortalidade produzida pela ter-
rivel molestia, considerada o terror das miis, que hoje s6
podem bemdizer os authores, que na phrase de um dis-
tincto bacteriologista, «escreveram um dos mais bellos ca-
pitulos da therapeutican.

FIM
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